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Mass spectrometer 
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NSAIDs  Ant ii nfl am at ori os no est eroi d eos  
Non-steroidal anti-inflammatory drugs 
PAHs  Hi dr o car bur os poli cí cli cos arom áti cos  
Polycyclic aromatic hydrocarbons 
  
PAM Pur g a y mem br ana  
Purge and membrane 
PCP Pr oduct os de cuid ado personal  
Personal care products 
PDMS Pol idi m et il sil oxano  
Polydimethylsiloxane 
PFBCl Cl or ur o de pent afl uorob enzoíl o  
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Purge and trap 
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Pressurized liquid extraction 
PrOAc Acet ato de propil o  
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Pressurized subcritical water extraction 
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Programmed temperature vaporizer 
QuEChERS  R ápi do, senci ll o, barat o, efi caz, rob ust o y segur o  
Quick, easy, cheap, efficient, rugged and safe 
RSD Desv iación est ánd a r rel at iv a  
Relative standard deviation 
SALLE E xt racción líqui d o - l í quid o asi sti da por sal es  
Salting-out assisted liquid-liquid extraction 
SBSE E xt racción por adsorci ón en bar r a agit ad ora  
Stir bar sorptive extraction 
 SDME Mi croext racci ón en una got a  
Single-drop miroextraction 
SFE E xt racción con flui d os super cr ít i cos  
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SHS  Gener aci ón de espacio de cab eza est át ico  
Static headspace generation 
SIM Seg uimi ent o de iones sel ecci onad os  
Selected ion monitoring 
SME Mi croext racci ón con disolv ent es  
Solvent microextraction 
S/N  Señal /ruid o  
Signal-to-noise 
SPE E xt racción en fase sóli d a  
Solid phase extraction 
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TBA Sal es de tet r ab ut il am oni o  
Tetrabutylamonium salts 
TBDMS Gr up o t er t - b uti ld im et il sil il o  
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TD Desor ci ón térm i ca  
Thermal desorption 
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Thermal desorption system 
  
TDU Uni d ad de desor ci ón térmi ca  
Thermal desorption unit 
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2,2,2-Trifluoroethylamine 
TMAH  Hi dr óxid o  de tet ram et il am oni o  
Tetramethylammonium hydroxide 
TMS Gr upo trim eti l si li lo  
Trimethylsilyl group 
TMSH  Hi dr óxid o  de trim et il sul foni o  
Trimethylsulfonium hydroxide 
TUV Det ect or ult r av iol et a sint oni zab l e  
Tunable ultraviolet detector 
UHPLC  Cr omat og r afí a líqui da de ultr a alta resol uci ó n  
Ultra-high-performance liquid chromatography 
USAEME Mi croext racci ón en fase líqui da medi ant e emul si ón asi sti d a por 
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Ultrasound-assisted emulsification–microextraction 
USE E xt racción con disolv ent es asi sti d a por ult rasonid os  
Ultrasonic solvent extraction 
USEPA Ag enci a de Prot ección Med i oamb ient al de los Estados Uni dos de 
Améri ca  
United States Environmental Protection Agency 
VHOCs  Com puest os orgáni cos hal og enad os vol áti l es  
Volatile halogenated organic compounds 
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El obj et o  general de esta mem or ia  consi st e en proponer y desarr oll ar 
nuev as estr at eg ias de trat am i ent o de muest r a par a la det er mi naci ón de 
cont am inant es orgáni cos en mat ri ces medi oamb i ent al es .  
En muchos casos, cuand o se trab aj a con difer ent es matr ices, tal es como 
aguas o suel os, es necesar i a la utili zaci ón de técni cas de pretr at am i ent o de 
muestr a  prev ia s  al  anál i sis instr um ent al , cuyo obj eti v o pri nci p al es aisl ar los 
anali t os de inter és del resto de com ponent es presentes en  la mat r iz ori gi nal. 
Norm alm ent e,  est a etapa es la más compl ej a del proceso analí ti co y dond e 
se com et e un mayor númer o de err or es. Consecuent em ent e, cuant o menor 
sea la manip ulación de la muestr a en la mism a, mayor ser á la cali dad de los 
result ados obt eni dos. Dent ro de est a tend enci a se engl oban las 
metod ol ogí as propuestas en est e trab ajo.  
En cu ant o a las muest ras est udi ad as, se han consi d er ad o difer en t es 
matr ices ambi ental es: aguas y  suelos .  
Respect o a los anali t os det erm i nad os, su sel ección se ha llevad o a cab o 
en base a su demost rad a  toxicid ad par a el medi o ambi ent e (cl or ofenol es, 
compuest os voláti l es hal og enad os o clor ob encenos), o a la fal t a de 
inform aci ón de su efect o en el medi o amb ient e (cont am i nant es emerg ent es, 
compuest os far macéut i cos o per t eneci ent es a prod uctos de cui dad o 
per sonal ) .  
Los objeti v os met od ol ógicos de est e trabajo se cent r an en el est ud i o de 
las posi bil id ades anal ít i cas de:  
 E l acopl ami ento de un gener ador de espaci o de cab eza con un 
inyect or de temperat ur a programad a.  
 L a util izaci ón de reacci ones de deriv ati zaci ón en medi o acuoso 
par a el aum ento de la volat il id ad de los anali tos en est udi o  en el 
acopl am i ent o HS - GC .  
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 E l uso com bi nad o de cromat og r afí a de gases rápid a con la 
int roducción de muestr a medi ant e el modo de inyección con 
elim inación del disol v ent e, permi t id o por el inyect or de 
temper at ur a progr am ad a.   
 L a u ti li zaci ón combi nada de la extr acci ón por adsorci ón en  barr a 
agit ador a ( Twister) con reacci ones de der iv at ización in situ  en 
muestr as de agua y de suel os.  
 L a apli caci ón de la técni ca de pret rat ami ento de  mue st ra  
QuE ChE R S  (Q uick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Simple) , basad a 
en la ext racción con disol v ent es asi sti d a por sal es ( salt assisted 
liquid-liquid extraction, SAL LE )  par a  la ext racción de com puest os 
orgáni cos  clor ados  en muest r as de suel os.  
Con el fin de est udi ar las posi bi li dad es anal ít i cas de las metod ol ogí as 
propuest as, se han puest o a punt o var i os mét od os dest i nad os a la 
resol uci ón de prob lemas ambi ental es concret os:  
 Det ermi naci ón de clor ofenol es en muestr as acuosas  medi ante el 
uso simult áneo de una  reacci ón de deri v at izaci ón in situ y  un 
inyect or de tem per atur a progr am ad a en el acopl am i ent o espacio 
de cab eza - cr om atog rafí a de gases  (HS - GC).  
 Det ermi naci ón de ibupr ofeno en muest ras acuosas med iant e el 
acopl am i ent o HS - GC con un inyector de temper at ur a 
progr am ad a  y una reacci ón de deri v at izaci ón in situ.   
 Op ti mi zaci ón de una reacci ón de deri vati zaci ón con la uti li zaci ón 
de car bodi im id as par a la det er mi naci ón de ibupr ofeno en 
muestr as acuosas , uti li zand o gener aci ón en espaci o de cab eza.  
 Det ermi naci ón de p ar abenos, tri cl osán y met il  tri cl osá n en 
muestr as acuosas y suelos, medi ant e la util i zación comb i nad a de 
la extr acci ón por adsor ci ón en  barr a agi t ad or a  (SBSE )  y 
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reacci ones de der iv at i zaci ón in situ , y post eri or análi si s por 
crom atog rafí a de gases y espectr om et rí a de masas.  
 Desar roll o de una simpli fi caci ón del mét od o QuE ChE R S  par a la 
ext r acci ón de compuestos clorad os en muestr as de suel os.  
 Det ermi naci ón de com puest os halog enad os vol át il es y 
clorob encenos  en muestr as de suelos med i ant e una ver si ón 
mod i ficad a de QuE ChE RS - cr omat og r afí a de gases y det ecci ón 
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La cromat og r afí a de gases ( gas chromatography, GC) es un a técni ca  muy 
consoli d ad a  par a el anál i si s de com puest os vol átil es y semi - v ol át il es. 
Dur ant e las últ im as décadas se ha inv er ti d o mucho esfuer zo en el desarr ol l o 
de la técni ca y hoy día es posib l e la s ep ar ación de  anali tos en 
concentr aci ones a niv el de trazas en tiem pos de análi si s muy cor tos. Sin 
embar go, debi d o a la compl ej id ad y diver sid ad de las muest r as en las que se 
pret end e det er mi nar est e tipo de compuestos, en muchas ocasi ones, la etapa 
más crí ti ca de un anál isi s medi ant e crom at ogr afí a de gases es la de 
prepar aci ón de la muestr a . 
La final id ad de la etapa de pre tr atami ent o  de  la  muest r a es la de separ ar  
los com puest os obj et o de est udi o de la m atr iz en la que se encuent ran y, en 
los casos en los que es  necesar i o, preconcentr arl os hast a un niv el que pued a 
ser det ect ad o . Algunas veces, cuando se trat a de muestr as com pl ejas, est a 
etapa tamb i én incl uy e proced imi ent o s  de lim pieza de los ext ract os  con el fin 
de  faci li t ar el anál i si s y evit ar el det er ior o  del sistem a crom atog ráfi co y del 
det ect or uti li zad os. Est as técni cas de prepar ación de la muest ra , que 
incluy en múl ti pl es pasos ,  requier en tiemp os prolong ad os, que en muchos 
casos superan el tiemp o que se empl ea post er ior m ent e par a el anál i si s 
medi ant e cr om at ogr afía de gases.  Además, los mét od os clási cos de 
pretr at am i ent o de muestr a requi er en habi tualm ent e d el uso de grand es 
volúm enes  de disol v ent es orgáni cos, mucha manipul aci ón de los ext ract os ,  
y consti tuy en una de la s  pri nci p al es  fuent e s  de err or del mé t odo anal ít ico.  
En las últ im as décad as, deb id o a la creci ent e preocup aci ón soci al por el 
medi o amb i ent e y la contami naci ón, así com o a la impl ant aci ón de nuev as 
reglam ent aci ones amb i ent al es más rest ri ctiv as, ha sur gi d o una nuev a 
tend enci a en Q uím i ca A nal í t i ca , la Quím ica Anal ít i ca Ver d e  ( Green 
Analytical Chemistry )  que trat a de rest ri ngi r el uso de disol v ent es orgánicos , 
así com o de gener ar la míni ma canti dad de resid uos, que, en muchos casos, 
son más tóxi cos que los propi os anal it os que se quier en det erm i nar . Como 
consecuenci a, la uti li zación  de técni cas que no util izan disolv ent es, o 
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util izan volúm enes muy pequeños de los mism os, empezó a ext ender se y a 
afi anzar se en muchos de los mét odos anal ít i cos propuest os en bibl iog rafí a.  
Entr e  las técni cas que uti l i zan pequeños vol úm enes de disol vent e  
pued en citar se: extr acción c on flui d os super cr ít i cos ( supercritical fluid 
extraction , SFE ),  ext r acci ón líquid a a presión  ( pressurized liquid extraction , 
PLE ) , extr acci ón con disol v ent e asi st id a por microond as ( microwave assisted 
extraction , MAE )  o el métod o de ext r acci ón QuE ChE R S ( quick, easy, cheap, 
efficient, rugged and safe).  Tamb i én han sur gi d o técni cas basad as en la 
mini at uri zaci ón de la técni ca de extr acci ón líquid o - lí quid o ( liquid-liquid 
extraction, LLE), conoci das com o microext racción con disolv entes ( solvent 
microextraction, SME) o micr oext r acción en fase líquid a ( liquid phase 
microextraction, LPME ) , y de la técni ca de extr acci ón en fase sól id a ( solid 
phase extraction , SPE ).  Dent r o de ést as se pued en cit ar técn i cas com o la de 
micr oextr acci ón en una gota ( single-drop microextraction , SDME ), la 
e xt r acci ón con disolv en t e soport ado en memb r ana ( membrane assisted solvent 
extraction , MASE ) , la técni ca de micr oext r acci ón líqui do- l í quid o disper si v a 
( dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME ) y la  micr oext r acci ón 
medi ant e adsorb ent es  empaquet ad o s  ( microextraction by packed sorbent, 
MEPS).  
Tamb ién se ha n desar rol lad o técnicas que no requi er en el uso de 
disol v ent es, com o la micr oextr acci ón en fase sól id a ( solid phase micro 
extraction, SPME ), ext racci ón por ad sor ci ón en bar r a agit ad ora ( stir bar 
sorptive extraction, SBSE)  en la mod al id ad de desor ci ón térm i ca,  o 
int roducción en espectr om etr ía de masas a trav és de memb r ana ( membrane 
introduction mass spectrometry, MIMS). Otr a técni ca cuya apl i cación se ha 
ext endi d o en los últi mos años es la de gener aci ón de espaci o de cab eza, bien 
sea en las mod al id ad es clási cas de gener aci ón de espacio de cab eza , est át i co 
( static headspace, SHS) y dinámi co  ( P urge and Trap, P&T), o  en sus difer ent es 
comb i naciones, tal es como el acopl ami ento de HS con las técni cas de SPME , 
SDME o  MASE.   
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A pesar de que la  acept aci ón de e stas nuevas técni cas de pret r at am i ent o 
ha sido muy lent a  por part e de los organi smos ofi cial es , aport an num er osas 
vent aj as r espect o a los proced imi ent os clási cos, ya que, adem ás de consum ir 
menor canti d ad de disol v ent es, requi er en volúm enes de muestr a más 
pequeños, son mucho más rápid as, más sel ect iv as y más fáci lm ent e 
aut om at i zabl es.   
Los obj et iv os de est a T esi s D oct oral se en m ar can dentr o de est a nuev a 
tend enci a . A lo largo de est a mem or i a se propond r án difer ent es 
metod ol ogí as, rápid as, sensi bl es  y con míni mo tratami ent o de muestr a ,  par a 
la det erm i nación de com puest os orgáni cos en difer ent es matr i ces 
amb i ent al es .  
En est e  apar tad o se  disting uen dos bloques. En el prim ero de ell os se  
resumi rá n  los orí genes y evol uci ón  de las técni cas de pre tr atami ent o de 
muestr a utili zad as a lo lar go de la memori a. En el segund o, se descri bi r án 
los aspect os más rel ev ant es  del sist em a de intr od uc ción de muestr as 
util izado, un inyect or de tem per atur a programad a.  
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1. TÉCNICAS DE PRETRATAMIENTO DE MUESTRA  
 
1.1. Generación de espacio de cabeza  
L a  gener aci ón de esp acio de cab eza  ( headspace generation, HS)  es una 
técni ca  uti li zad a para la separ aci ón  de los com puest os vol át il es de una 
muestr a. Se denom i na espaci o de cab eza  a la fase gaseosa en cont act o con la 
muestr a  (lí quid a o sól id a) . Pued e acopl ar se  a div er sas técni cas anal ít i cas de 
separ aci ón y medi da, per o se ha u ti li zad o princi p alm ent e acopl ad a  a  
cr om atog rafí a de gases ( gas chromatography, GC) [1].  
El proced im ient o de gener ación del espaci o de cabeza pued e llev ar se a 
cab o de for ma est át ica y dinám i ca.  
En HS est át i co (SHS) la muestr a se int r od uce en un vial dej and o un 
volum en lib r e sob r e ell a. El via l se cierr a herm ét i cam ent e y se int rod uce en 
un hor no, de modo que los vol át il es se separ an de la mat ri z y al cab o de un 
tiem p o se est ab l ece el equi li br io entr e amb as fases. Una vez alcanzad o el 
equi li br io, una porci ón de los vol át il es generad os se inyect a en el 
crom atóg rafo de gases.  
A parti r de est a modali d ad , a la que tambi én se ha denom i nad o HS “en 
un paso”, se han desar r ol lad o div er sas modi fi caci ones, ent r e las que pued e n  
cit ar se la inclusi ón de tram p as de adsor ción o de tram pas que conti enen un 
disol v ent e orgáni co, cuyo propósit o es separ ar los anali t os vol áti l es de 
int er és del rest o de los com puest os de la fase gaseosa.  
En 1989,  Pawl i szy n y su grupo de inv est ig aci ón int r od ujer on la técni ca 
de micr oextr acci ón en fase sól id a (SPME )  [2,3] . Una fibr a de  síli ce fund id a, 
cuya super fi ci e ext er na est á recub i er ta con una fase est aci onar i a 
inmovi li zad a, se intr od uce en el vial que conti ene la muestr a. Al cab o de un 
tiem p o los vol áti l es quedan adsor bi dos en la fib r a, ést a se int rod uce en la 
cám ar a de vapori zaci ón del inyector del cromat óg rafo de gases y los 
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anali t os son transfer id os a la col um na cromatog r áfi ca por desor ci ón 
térm i ca. La fib r a pued e sum erg ir se en el líquid o o per manecer en el espaci o 
de cab eza sob r e la muestra líquid a o sóli d a. En el caso en que e sta técni ca se 
util i ce par a extr aer los vol átil es del espacio de cab eza de la muest r a se 
denom i na HS- SPME . Est e acopl am i ent o se util izó por pri m er a vez en 1993  
[4]  y desd e ent onces ha sid o empl ead o par a resol v er num er osos probl emas 
analí ti cos.  
En los últ im os años, la mod ali dad SHS se ha util i zad o com bi nad a con 
técni cas de microext racción en fase líquid a, com o SDME  [5]  o MASE  [6] . En 
est os casos, la got a de disol v ent e orgánico o la mem br ana en la que est á 
soport ado el disol vent e se sit úan suspendid as sobr e l a muest r a, durant e el 
proceso de gener aci ón de espacio de cab eza, de maner a que se est ab lece un 
equi li br io de dist ri b uci ón de los anali t o s entr e la fase gaseosa y el disolv ent e 
orgáni co. Finalm ent e, el disolv ent e con los anali t os preconcent r ad os se 
inyect a  en el crom atóg rafo de gases par a su poster ior anál i si s.  
El mod o de gener aci ón de espacio de cab eza continuo o dinám i co fue 
sugeri d o por prim er a vez en 1962 por Swinnert on y col abor ad ores  [7,8] . 
Bell ar y Lichtenb er g  [9]  desar r ol lar on la técnica y la denomi nar on Purga y 
Tram p a (P&T). En esta mod al id ad no se est ab l ece el equi lib ri o ent r e las dos 
fases del vial , sino que la separ aci ón de los voláti l es se lleva a cab o ret i rando 
cont inuam ent e la fase gaseosa, hasta que todos los anali t os vol át il es han 
sid o ext ra íd os de la muest r a. Se util iza un fluj o de gas inert e sob r e la 
muestr a sól id a o líqui da, o bien se hace bur b uj ear el gas a trav és de la 
muestr a líqui da. Los vol át il es pur gad os est án dil uid os en el gas extr actant e 
y es necesar io focal i zarlos en una tramp a a nt es de intr od ucir los en la 
col um na crom at ogr áfi ca. Est a focali zaci ón pued e hacer se medi ant e tram p a 
frí a, aunque gener alm ente se ha uti li zad o un cart ucho empaquet ad o con un 
materi al adsor b ent e, a part ir del cual los voláti l es se transfi er en a la 
col um na cr om at ogr áfi ca por desor ci ón térm ica.  
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Con la gener aci ón de espacio de cab eza se pued en anali zar los 
compuest os vol áti les de una muest ra sin int er fer enci as de los compuest os 
no vol áti l es de la matr i z. Se trat a de un proceso de ext r acci ón senci ll o, que 
minim i z a la etapa de pretr atami ent o de la muestr a, red uci end o 
consi der ab l em ent e los error es asoci ados a la mism a, el tiemp o y el cost e del 
análi si s.  
El mét od o HS est áti co  es la alt er nati va más sencil la, con mayor grad o de 
aut om at i zación y la más rápid a. Sin emb a r g o, el acoplami ento de esta 
mod ali dad est át ica a un crom at ógr afo de gases present a, a veces, la 
desv ent aja del ancho de banda ini cial cuando se int rod ucen vol úm enes 
grand es de muest r a par a aum ent ar la sensi bil id ad. Se han descr it o algunas 
mod i ficaci ones e n las que se red uce est e prob l ema medi ant e técni cas de 
enfoque cri og énico  [1] , con las que se consi g uen niv el es de sensibi li d ad del 
mism o ord en que los obteni d os con las técni cas de Pur ga y Tramp a y HS -
SPME .  
La sensi bil id ad de la metod ol ogí a HS - GC depend e,  apar te del det ect or , 
de la capaci d ad de la col um na cromat og r áfi ca, que a su vez est á 
condi ci onada por el ancho de band a inici al y la consig ui ent e dism i nuci ón de 
la resol uci ón crom at ogr áfica [10] .  
El espaci o de cab eza está const i tuid o por una muest r a gase osa más o 
menos dil uid a. El prob l em a que se plant ea al int rod uci r la muestr a en el 
crom atóg rafo de gases es cóm o intr oducir el mayor vol um en de muest ra 
posib l e, para alcanzar los niv el es de sensi bi lidad desead os, y adem ás 
hacerl o de for ma rápi da par a reduc ir el ancho de band a ini ci al del 
crom atog rama.  
Cuand o se acopl a un generad or de espaci o de cab eza con un 
crom atóg rafo de gases medi ant e un inyect or conv enci onal se pueden 
util izar los mod os de inyecci ón habi t ual es en GC:  
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- I ny ecci ón con div i si ón  (split), con la que se inyecta en la col um na 
crom atog ráfi ca una por ción de los vol át il es gener ad os en el HS de 
for ma rápi d a. Con est e mét odo a veces no se alcanza la sensibi li d ad 
necesari a par a el análi si s a niv el de trazas.  
- I ny ecci ón sin div i si ón  (splitless), con l a que se int r od uce en la 
col um na cromat og r áfi ca prácti cam ente la totalid ad de voláti l es 
proced entes del HS. Esto hace que la sensi bi li dad sea mayor , pero 
la vel ocid ad de inyecci ón es lent a, por lo que la resol uci ón de la 
zona ini ci al del crom at og ram a es ba j a.  
En el libr o publ icado por Bruno Kolb  y Lesli e S. Ettr e  [1]  se ponen de 
mani fi esto algunas técnicas que se han empl ead o para sol uci onar los 
prob l em as plant ead os. Se trata de técni cas de enriquecim i ent o por tram p a 
cri og énica. Con estas técni cas se consi g ue la preconcent r aci ón de los 
anali t os y su post er i or int rod ucci ón rápi da en la colum na crom at ogr áfi ca.  
Los prim eros disposi ti vos consi st í an en tram p as con form a de U, 
fab ri cad as con met al o vid ri o, que se intr oducían en un baño de nit róg eno 
líqui do o argó n. Una vez conseguid a la cond ensaci ón de los anal it os en el 
int er i or del tubo, el líquid o cri og éni co era reti r ado manualm ent e del baño 
ant es de que la tramp a fuer a cal entad a, en la mayorí a de los casos 
eléctr i cament e, par a conseg uir la evapor aci ón de los a nal it os cond ensados. 
Post eri orm ent e, sur gi er on algunos avances para evi tar la elim i nación 
manual del líqui do criogéni co. En lugar de un baño se util izó un tubo de 
tefl ón que rod ea la tram pa en form a de U y un fluj o de agua cali ent e  que  
desplaza al nitr óg en o líqui do una vez finali zad a la preconcentr aci ón de los 
compuest os.  
 Más adel ant e sur gi er on tramp as en las que el enfriami ent o se conseg uía 
medi ant e una corr i ent e de gas y la post eri or vapor i zaci ón de los anal it os 
sust it uy end o el fluj o de gas frí o por uno de gas calient e. Con el fin de evi t ar 
la cor ri ent e de gas cal i ente necesari a par a conseg uir la vapori zaci ón, sur gi ó 
 II In tr od u cci ón  
 _________________________________________________________________________  
1 6  
la idea de int rod ucir el disposi tiv o en el int eri or del cromat óg r afo de gases, 
de mod o que, una vez que el fluj o de gas frí o dej ab a de cir cu l ar, la tramp a 
adqui rí a rápi d am ent e la tem per atur a del hor no del GC.  
Est a est rat eg i a se ha llevad o a cab o, pri nci palm ent e, enfr i and o la par t e 
ini ci al de la col umna crom atog ráfi ca medi ant e una cor ri ent e de nit róg eno 
gas (pr ev iam ent e enfri ado en el ext er ior del crom atóg rafo), que se hace 
cir cul ar a trav és de un tubo de tefl ón que rod ea la par t e ini ci al de la 
col um na. Tamb i én se han uti li zad o fluj os de N 2  líquid o o CO 2 lí qui do. La 
muestr a cond ensa en cab eza de colum na y poster i or ment e se aum ent a 
progr esiv am ent e la tem per at ur a par a que el disol vent e eluya rápid am ent e, 
mient ras que los anal it os, con mayor punt o de ebul li ci ón, perm anecen en 
una band a est r echa.  
Est e sist em a tiene div er sas limi t aci ones. Pri m er o, el fluj o a trav és de la 
región enfri ad a est á lim itad o por el fluj o en columna. En segund o lugar , el 
atr ap am i ent o en cab eza de colum na a baj a tem per atur a no reti ene 
úni cam ent e los anal it os, sino que tam bi én se atr ap an impur ezas o 
materi al es ind eseabl es, por lo que frecuentem ent e hay que cor tar secci ones 
de col um na par a elim i nar est e mat er i al int er fer ente. Por últ im o, cuand o la 
preconcentr aci ón se prod uce a tem per at ur as infer i or es a 0 ° C pued en 
prod uci r se probl em as de bloqueo del fluj o en col um nas capil ares por 
congelación de agua [11 - 13] . 
Una alt ernati va es el uso de pre - col um nas , que consi st en en una secci ón 
de col um na cromat og r áfica desacti vad a que se conect a a la par t e ini ci al de 
la col um na en la que se va a real izar la separ aci ón de los compuest os. Est os 
disposit iv os son más fáci lm ent e reem pl azabl es, aunque requi er en una 
conexi ón apropi ada a la col um na crom atog ráfi ca.  
La presenci a de agua en el sist em a crom at ogr áfi co, además de pod er 
bloquear la col um na por for maci ón de hiel o, puede dar lugar a dist or sión 
de la form a de pico, part i cul ar m ent e en aquell os compu est os con menor 
II In tr od u cci ón   
 _________________________________________________________________________    
1 7  
ti em p o de ret enci ón que eluyen junt o con el agua. Par a resolv erl o se han 
desarr oll ad o div er sas técni cas par a elim i nar el exceso de vapor de agua 
ant es de intr oducir la muest r a en la col um na cromat ogr áfica. En la técni ca 
de HS dinám i co se ut ili zan memb ranas sem i perm eab l es y cond ensad or es de 
refl uj o. Cuand o se util iza HS est át i co, el vol um en de vapor de agua 
gener ad o es menor y suele elimi nar se medi ant e adsor ción quí mi ca sel ect iv a 
sob r e una sal iner te higr oscóp i ca [10] .  
El pri nci pal probl em a d e las tram p as cri og éni cas util i zad as es que suel en 
ser de fabr icación manual y requi er en una alt a cuali fi caci ón par a ser 
manej adas de form a adecuad a. Est o pone de mani fi esto la necesi d ad de 
disposit iv os disponi bl es en el mercado y fácil ment e aut om at izab l es  que 
sean capaces de solucionar los probl em as del acopl am ient o HS - GC, par a 
conseg ui r niv el es de sensi bi li dad apr op i ad os par a el anál i si s de trazas, sin 
compr om eter la resol uci ón de la zona ini ci al del crom atog rama.  
Una posib l e alt er nat iv a es la uti li zaci ón  de los disposit iv os com er ci al es 
denom i nad os inyect or es de tem per at ura progr am ad a ( Programmed 
temperature vaporizers, PTV s).  
 
1.1.1.  Fundamento teórico del análisis por generación de espacio de 
cabeza  
E n el sist em a del vial se pued en consi d er ar tres volúm enes: v ol umen 
tot al del vial (V v ), volumen de muest r a (V s ) y volum en de la fase gaseosa 
(V g )  [1] . La rel ación ent r e vol um en de fase gaseosa y volumen de muestr a 





=β   (1)  
Teni end o en c uenta que gsv VVV +=   (2)  
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=β    (3)  
La canti dad de anal it o transfer i do a la fase gaseosa dur ant e el tiemp o de 
equi li br ad o no modi fi ca el volumen de muest ra ori gi nal V s .  
La cant id ad ori gi nal de anali t o se desig na por W 0  y la  concent r aci ón 
origi nal será:  
sV
W
C 00 =    (4)  
Tras alcanzar se el equil ibr i o, la concentr aci ón de anal it o en cad a una de 










C =    (6)  
0WWW gs =+    (7)  
L a distr ib uci ón de analit o entr e las dos fases una vez alcanzad o el 
equi li br io está expr esad a por la const ant e de equi li br io o coefi ci ent e de 










K    (8)  
El coefi ci ent e de part ici ón es un par ám etr o fu nd am ental que expresa la 
distr ib uci ón de masa en un sist ema de dos fases. Depend e de la sol ub il id ad 
del anal it o en la fase cond ensada: com puest os con sol ubi li dad muy alt a 
est ar án en mayor concentr ación en la fase cond ensad a, por lo que el val or 
de K será m uy alt o. Par a anal it os con baj a sol ubi lid ad en la fase cond ensad a, 
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la concentr aci ón en la fase cond ensad a y gaseosa ser á simi l ar o incl uso 
mayor en la segunda, por lo que K será pequeño.  
El balance de mat eri a dad o por la ecuaci ón (7) se pued e escr ib ir de l a 
sigui ent e maner a:  
( )gsgsgggssggs VVKCVCKVCVCVCVC +×=××+×=×+×=×0   (9)  






0    (10)  
L a sensibi li d ad de la técnica, dir ectam ent e propor ci onal a la 
concentr aci ón de anal it o en la fase gaseosa, pued e m od i ficar se vari and o los 
valores de K y β. 
El valor de β se puede modificar fácilmente, variando el volumen de 
m uestr a o el tam año del vial .  
El val or de K depende de la presi ón par cial  de vapor ( 0ip ) y del 






   (11)  
La presi ón de vapor de un compuest o pur o ( 0ip ) depend e 
exponencialm ent e de la temper at ur a. Est a relación puede expr esar se en 




plog 0i +−=  (12)  
dond e B y C son constant es especí fi cas de cada anali t o y T es la 
temper at ur a absolut a. Cuant o mayor sea la temperat ura mayor ser á el valor 
de 0ip  y, por lo tant o, mayor se r á la sensib il id ad del anál i si s, al dism i nu i r K.  
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El coefici ent e de acti vid ad descri b e las rel aci ones int erm ol ecul ar es entr e 
el solut o y el disolv ente. Su efect o es análog o al de 0ip , c uant o mayor sea el 
valor de iγ , menor ser á el val or de K y, por tant o, may or ser á la sensib il id ad 
del análi si s. Par a el caso de disoluciones acuosas est o pued e conseg ui r se 
añadi endo un elect r ol it o al med io (efect o “ salting out” ). El comport am i ent o 
observ ad o  no es e l mism o para tod os los anal it os; se obt i enen mej or es 
result ados p ar a com puestos más pol ar es con hid róg enos act iv os que para 
compuest os no pol ar es. Sin emb ar g o, el aument o de la sensib il id ad 
conseg ui d o no es excl usi v o del efect o ant er i orment e descr it o; al añadi r 
grand es cant id ad es de sal es se aum ent a el vol umen de fase c ond ensad a, 
dism i nuy end o  el valor de β. 
La pri nci p al lim it aci ón de la técni ca de gener aci ón de espaci o de cabeza 
radi ca en que solo es posib l e su apl icaci ón a com puest os vol áti l es que pasan 
a la fase gaseosa. A lo largo de esta mem ori a se uti li zar á el procedi mi ent o 
de generación de espaci o de cab eza est át i co junt o con reacciones de 
deri v at izaci ón in situ en el propi o vial del HS par a la det ermi naci ón de 
compuest os poco vol át il es en mat ri ces acuosas. Uti li zand o la comb i nación 
ant eri orm ent e señal ad a es posib l e ampli ar el rango de co mpuestos que 
pued en ser det er mi nad os medi ant e HS.  
 
1.2. Reacciones de derivatización  
L a uti li zaci ón de reacci ones de deri v at izaci ón es una est r ateg ia  
ampl iament e uti li zad a en crom at ogr afí a de gases. Est e pret r at am i ent o 
quím i co de la muest r a tiene el obj eti vo de elim i nar los hidr ógenos activ os 
de los grupos react iv os de la mol écul a. Las razones pred om inant es par a 
llev ar a cab o est a etapa son el aument o de la volati li d ad de los anal it os en 
est udi o, la mej ora  de  las car act er í st icas crom at og r áficas de los mismo s 
red uci end o su pol ar id ad y/o el aum ent o de  la sensi bi li d ad en el  det ect or  
[14] . Es deseab l e que est e paso se real ice de la form a más rápid a y con un 
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mí nim o núm er o de etapas y reacti v os, per o, en muchas ocasiones, se trat a 
de un paso labori oso y que requie r e de un elev ado tiemp o de trab ajo.  
La nat ural eza quí mi ca, así com o la react ivi d ad de los anali t os, van a fij ar 
el tipo de der iv ati zaci ón que se ha de llev ar a cab o. Nos cent r ar em os en las 
reacci ones más uti li zad as para los grupos fenóli cos y áci d os carb ox í li cos, 
que son los que se han estud iad o a lo lar go de est a mem ori a. Las reacci ones 
de sil il aci ón y alqui lación, comunes par a  amb os grupos funcional es, se 
descri bi r án de for ma conjunt a, mient ras que las reacci ones especí fi cas para 
cad a grupo funci onal , com o son la acil aci ón de fenol es y la form aci ón de 
e st er es y amid as a par ti r de ácid os car boxí li cos, se describ ir án de form a 
separ ad a.  
 
1.2.1. Reacciones de sililación  
L as reacciones de sili lación han sid o ampl i am ent e util izadas par a ambos 
grupos funci onal es , ya que mej or an par ám etr os crom atog ráfi cos tal es como 
reprod ucib il id ad , sensi bi li d ad y form a de pico (supr esión de col a). Exi st en 
dos grupos de agent es sili l ant es, los que gener an deri vad os trim eti l si lil o 
(TMS) y los que gener an deri vad os tert - buti ld im eti l si li lo (TBDMS). Los 
deri v ad os TMS se generan uti li zand o como react iv os de der iv ati zaci ón 
bis(tr im et il sil il )acet am id a (BSA)  [15] , bis(t rim eti l si li l )tr i fl uor oacet am id a 
(BSTF A)  [16,17]  o  N - metil - N - ( t rim eti l si li l ) t ri fl uor oacet am id a (MSTF A) [18 -
21] . Los deri vad os TBDMS se gener an uti lizand o N- m eti l - N - ( tert-
b uti ld im et il sil il )tr i fl uoroacet am id a (MTB STF A)  [22,23] . Los deri vad os 
TBDMS son más resi st ent es a alt as temperat ur as y a la presenci a de 
pequeñas cant id ad es de agua (pued en tol er ar hast a un 1 % de agua) que l os 
deri v ad os trim eti l si li l o. Además, gener an espect ros de masas fácilm ent e 
ident i fi cab l es cuyo pico base cor r espond e a la pérdi d a del grupo tert - b ut il o. 
Sin emb ar g o, la pri ncip al desv ent aja que presentan es la baj a react iv id ad de 
los agent es deri vati zant es  cor r esp ond i ent es.  
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Cuand o se uti li zan est e tipo de reacci ones es necesar io transferi r los 
anali t os a un medi o apr óti co, ya que los react iv os se degr ad an en presencia 
de agua. Las técni cas de ext r acci ón que más se han util izado han sid o la 
ext r acci ón en fas e sól id a ( solid-phase extraction , SPE )  [18,20,22] , ext r acci ón 
líqui do - lí quid o ( liquid-liquid extraction , LLE )  [24]  o la ext r acci ón asi st id a por 
micr oond as ( microwave assisted extraction , MAE )  [17] .  L os anali tos pasan a un 
medi o orgánico dond e tiene lugar l a reacci ón [17,20,22,25]. E n los últ im os 
añ os  ha aum ent ado el núm er o de apli caci ones que util izan técni cas acor d es 
a la nuev a tend encia de minimi zar vol úm enes de disolv en tes orgáni cos, 
tal es com o micr o extr acci ón en fase sól id a (SPME ), micr o extr acci ón con 
d isol v ent es, extr acci ón por adsorci ón con barr a agi t ad or a (SB SE ) o 
ext r acci ón asi st id a por mem br anas. Una posibi li d ad que ofr ecen est as  
nuev as  técni cas  es  la de  comb inar el paso de ext r acci ón  con el de 
deri v at izaci ón  [26], como, por ej emp lo, la ext racción d e los anal it os en una 
fib ra de extr acci ón en fase sóli d a y posteri or deri v at izaci ón en la propi a 
fib ra  [27,28] , extr acci ón de los com puest os en una got a de disol v ent e 
orgáni co (SDME )  [15,29]    o medi ant e una memb rana por osa ( hollow fiber 
microextraction , H FME )  [30] , en cuyo int eri or se encuentr a disuelt o el 
reacti vo der iv ati zant e  o extr acci ón por adsor ci ón en barr a agi t ad or a (SB SE ) 
y post eri or der iv at i zaci ón en el propio tub o de desorci ón térmi ca  [31]  dond e 
se ha aloj ad o prev iam ent e el reacti vo der iv at i zan t e.  
Otra posib il id ad es llev ar a cab o  la reacción en el mismo puert o de 
inyecci ón a tem per at ur a elevad a , bien mezcl and o previ am ent e los anal it os 
con el reacti vo en un medi o orgáni co  [32] ,  o util izand o fib r as de extr acci ón 
de SPME , las cual es se intr od ucen direct am ent e en el inyector , en el cual s e 
inyect an de form a previa los reacti vos  de deri vat i zación  [33] .  De est a 
maner a, es posib l e red uci r el tiem p o necesar i o par a que tenga lugar la 
reacci ón.  
A pesar de que las reacciones de sil il aci ón han sido las q ue más se han 
util izado, present an una ser i e de desv ent aj as. En prim er lugar , como ya se 
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ha señal ad o anteri orm ent e, los reacti vos son sensi bl es al agua, lo que 
est abl ece la necesid ad de llev ar a cab o una etapa de ext r acci ón previ a, que 
compli ca el proceso. En segund o lugar , es necesar i o cal ent ar la muest ra par a 
acel er ar la reacci ón y que tenga lugar en un tiem po rel at iv am ent e cor t o, lo 
que gener a sub pr od uctos de reacci ón que inter fi eren en el análi si s 
crom atog ráfi co.  
 
1.2.2. Reacciones de alquilación  
L as re acci ones de alqui l aci ón son otr a alter nat iv a ampl i am ent e  util izad a , 
tant o para fenol es como par a ácid os car boxí li cos . La alquil aci ón con 
diazom et ano en medi o orgáni co es la reacción que más se ha uti li zad o  
[14,34- 36] , ya que es rápid a, sencil l a desd e el pu nto de vista exper im ent al y 
prod uce canti dad es mínim as de sub pr oductos de reacci ón. Sin emb arg o, la 
elevad a toxicid ad del react iv o, así com o su car áct er expl osi v o  y la necesid ad 
de sint eti zar l o in situ  estab l ecen la necesid ad de buscar nuev as alt er nat iv as.   
Como alt er nat iv a especí fica al diazom et ano se ha propuest o el uso de 
trim et il sil il di azom et ano  [37 - 39] , react iv o no explosi v o y com erci alm ent e 
disponib l e.  Otros agent es alquil ant es propuest os son los  hal uros de alqui l o, 
tal es com o brom ur o de bencil o  [40,41]  o brom uro de pentafl uor ob enci l o  
[42,43] , el hid r óxi d o de trim eti l sul foni o  [44]  o las sal es de amonio 
cuat er nari as  [45] . En todos los casos la reacci ón tiene lugar en un med io 
apr ót i co, bien en med i o orgáni co o en el propi o puer t o de inyecci ón, dond e 
ti ene lugar la descom p osici ón del reacti v o y la consi g u i ent e alqui l aci ón del 
anali t o.  
 
1.2.3. Reaccio nes  de acilación de fenoles  
Par a el caso de los com puest os fenóli cos, la  reacción más ampli am ente 
util izada ha sid o la de aci l aci ón, ya que se pued e llev ar a cabo in situ en 
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medi o acuoso en pocos minut os, con un rendi mient o alt o y baj o cost e de 
reacti vos. Se han uti li zado var ios reacti vos: clor uro de pent afluor ob enzoíl o 
(PFB Cl ) [46] , util izado especí fi cam ent e cuand o el obj et iv o es aum entar la 
sensi bi li d ad al usar un det ect or de capt ur a elect r óni ca ( electron capture 
detector, ECD), clor ofor mi at os de alqui lo  [47,48]  o anhí dr id o acét i co en 
medi o bási co (ut il izand o car b onat o/hid r og enocarb onat o pot ásico o, más 
reci ent em ent e, hid rog enofosfat o sód ico). Est e últ im o es  el más util i zad o, 
debi do la rapid ez y la alta efi caci a con la que transcur r e la reacci ón, incl uso 
a tem per atur a amb ient e [49 - 51], y es el que se ha utili zad o en est a mem ori a.  
Los agent es aci l ant es pued en reacci onar con fenol es tant o en el anil lo 















(producto de la C acilación)
Aril ester
(producto de la O acilación)
Ácido carboxílico
Figura 1:  Reacción de acilación del fenol  
La C aci l aci ón de fenol es se observ a con un agent e aci lant e en presenci a 
de clor ur o de alumi ni o (condi ci ones hab it ual es de la reacci ón de Fri edel -
Cr a ft s). Sin embar go, en ausencia de clor ur o de alum ini o ocur r e la O  
acilación. La prefer encia por la O  acil aci ón se produce por que estas 
reacci ones est án cinéti cam ent e cont r ol ad as. La O  acil aci ón es más rápid a 
que la C acil ación. Sin embar go, el isóm ero C  ac il o es más establ e. Así , se 
observ a la aci laci ón de fenol es baj o las condi ciones de Fri ed el - Craft s por que 
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la presencia de clorur o de alum i ni o prov oca que la reacci ón est é som et id a a 
un contr ol ter modi nám i co.  
La reacci ón de aci l aci ón con los anhíd ri dos de áci do supone la rupt ura 
del enlace ent r e el oxígeno y uno de los grupos carb onil os  del anhíd ri d o . Un 
grupo acil o se transfier e al nucl eófil o que ataca; el otr o ret iene su enl ace 


















Figura 2: Ruptura  de un anhídrido de ácido  
La reacci ón de O acil aci ón pued e ser fav or ecid a por dos cami nos. Un 
métod o supone conv er ti r el anhí dr id o de ácid o en un agent e de 
transferencia de aci l o más efect i vo por prot onaci ón de uno de sus oxígenos 
car boxíl i cos con la adi ción de unas pocas gotas de ácid o sul fúri co. Otr a 
alt er nat iv a es aum entar el car áct er nucl eófi l o del fenol , conv ir ti éndol o en su 
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Figura 3: Posibilidades de favorecer la reacción  
Los e st eres for mados son mod er ad am ente polar es. Dad o que car ecen de 
grup os hidr oxil o, las mol écul as de e st er no pued en for mar enlaces por 
puent es de hidr ógeno unos co n otr os; consecuent em ent e, los est er es tienen 
punt os de ebul li ción menor es que los alcohol es de peso mol ecul ar 
compar abl e. Tam bi én son bast ante establ es en medio acuoso neut ro, per o se 
rompen cuando se cal i en tan en medi os áci dos o bási cos.  
En la present e memori a se ha uti l izad o la reacci ón de form aci ón de 
est er es con anhí dr id o acéti co en med io acuoso básico par a la det erm i nación 
de clor ofenol es en aguas , así com o par a la det erm i nación de par ab enos, 
tricl osán y metil tri cl osán en muest r as de aguas y suel os.  
 
1.2.4. Formación de esteres y amidas a partir de ácidos carboxílicos  
Par a el caso de los ácid os carb oxíl icos, exi st e la posi bi li dad de uti li zar 
reacci ones de est eri fi cación o de for mación de amid as con la util izaci ón de 
agent es de cond ensaci ón.  
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Un áci do car b oxí li co se conv i er t e dir ect am ent e a un est er al cal ent arl o 
con un alcohol en presenci a de un ácid o miner al. En la figur a 4 se muestr a el 
mecani sm o de reacción. Com o reacti v os se han util i zad o metanol en 
presenci a de áci dos inor g áni cos, tal es com o áci do sul fúr i co, ácid o 







Ácido carboxílico Alcohol Éster
H+
 
Figura 4:  Reacción de esterificación de un ácido  carboxílico con un alcohol en medio 
ácido  
La reacci ón sol o pued e tener lugar si se despl aza el equil ib ri o haci a la 
der echa. Exi st en vari as posi bi li dad es, (1) añadi r un exceso de alguno de los 
reacti vos, nor malm ent e el alcohol ; (2) elimi nar el e st er o el a gua por 
desti l aci ón; (3) elimi nar el agua por desti laci ón azeot r óp i ca; (4) el im i nar el 
agua util izando agentes deshid r at ant es. La presenci a de grupos 
volumi nosos p róxim os al lugar de la reacci ón en el alcohol o en el ácid o 
dism i nuy e la velocid ad de la est e ri fi cación. El imped im ent o estéri co puede 
ser tan mar cad o que se necesi t an mé t odos especiales par a prepar ar e st er es 
de alcohol es ter ci ari os.  
La form aci ón de amid as medi ant e la reacci ón de un áci do carb oxíl i co y 
una ami na con la util i zaci ón de car bodi im id a s com o agent es de 
cond ensaci ón es una reacci ón que se ha util izado frecuent em ent e , sob r e 
tod o par a la form aci ón de pépti d os  [53]  y par a la inm ov il ización de 
prot eí nas sob r e elect r od os o nanop art í culas  [54] . Com o agent es de 
cond ensaci ón se han uti lizad o N,N’ - di ci cl ohexi l carb odi imi da (DCC)  [55]  y 
1- [3 - (d im eti lami no)pr op il] - 3- et i lcarb od ii mid a  (EDC)  [56,57] , aunque el 
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segund o presenta la ventaj a de ser solubl e en agua, lo que per mi te llev ar a 
cab o la reacci ón in situ en med i o acuso. Se han util i zad o var i os tipo s de 
ami nas, 2,2,2- t ri fl uor oet il am i na (TFE A)  [56]  cuand o se uti li za un det ect or de 
capt ur a elect róni ca, N- (1 - naft il )eti l end iami na (EDAN)  [57]  cuand o se util i za 
un det ect or fluorim étr i co, etc.  
En la figur a 5 se muest ra el mecani sm o de la reacci ón cuand o se uti li za  
EDC com o agent e de cond ensaci ón y TFE A com o ami na. El ácid o 
car boxíl i co reacci ona con la car bodi imi d a par a for m ar un interm edi o de 
reacci ón más reactiv o con un mej or grupo sali ent e.  
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En la present e mem or i a se propone la u tili zación de las reacci ones 
ant eri orm ent e descr it as par a áci dos carb oxíl i cos, más concr et am ent e la  
est eri fi caci ón  en presencia de met anol y ácid o sul fúr i co, y la for maci ón de 
una ami d a en presencia de EDC y TFE A, par a la determ i nación de 
ibupr ofeno en muestr as acuosas.  
Como ya se ha cit ad o ant eri orm ent e, la  met odol og í a de trabaj o que se 
propone es la uti li zaci ón de gener aci ón de espaci o de cab eza con una 
reacci ón de deri v at izaci ón in situ util izando el vial del generad or de espaci o 
de cab eza com o react or .  En tod as las apli caci ones propuest as se util iza un 
inyect or de temper at ura programabl e ( programmed temperature vaporizer, 
PTV ) para la int r od ucci ón de la muestr a en el  sist ema crom at ogr áfi co.  
 
1.3. QuEChERS (qu ick , easy, cheap , effectiv e, rugged and safe)  
L a técni ca de ext racci ón líquid o - lí qui do (LLE ) es una de las técnicas de 
prepar aci ón de muestr a más consol id adas  en los lab orat or ios de análi si s. La 
ver si ón clási ca se ha util izad o dur ant e muchos años, y aún hoy sigue siend o 
uno de los mét od os de ruti na más empl ead os. Es un procedim i ent o sencil lo, 
que no requi er e equip am i ent o especí fi co. Sin embar go, impl i ca elevad a 
mani p ul aci ón de la muest r a, tiem pos de análi si s prol ong ad os y uti li za 
grand es cant id ades de disol v ent es orgáni cos cuyo uso est á cad a vez más 
r est ri ngi do. Por ell o, en busca de nuevas alt er nati vas que se ajust en más a 
los nuevos requer imi entos medi oamb i ent al es, se han desarr ol l ad o un 
conj unt o de técni cas que minim i zan los vol úm enes de disol v ent es orgánicos 
util izados.  
El fund am ento de LLE consi st e en la separaci ón de com puest os que 
tienen sol ubi lid ad es diferent es en dos líquid os inm isci bl es. Generalm ent e se 
ha apli cado para la ext r acci ón de com puest os orgáni cos en agua o mat ri ces 
acuosas (fr ut as, ver dur as, fluid os biológi co s , etc.). Com o disol v ent e de 
ext r acci ón se util i za un disol v ent e orgáni co apol ar (inmi scib le con el agua) 
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de maner a que los compuest os no pol ar es, con mayor afi ni dad por la fase 
orgáni ca, se ext r aen en est a fase. El inconv eni ent e de util izar disol v ent es no 
pol ar es es que la efica cia de la técnica par a la ext r acci ón de com puest os 
orgáni cos alt am ent e polar es es muy lim it ada. Sin embar go, el uso de 
disol v ent es má s polar es, par ci al o totalm ente  misci bl es con el agua no es 
posib l e ,  ya que no se consi g ue una adecuad a separaci ón de fases .  
Par a sol uci onar est e inconv eni ent e y pod er ampliar la apli caci ón de la 
técni ca LLE a la ext r acci ón de com puest os pol ar es, se ha utili zad o la adi ci ón 
de sal es. El proced imi ent o consi st e en añadi r una alta concent ración de sal es 
sob r e la mezcl a de agua con  un disolv ent e orgáni co m iscibl e o par ci al m ent e 
misci bl e.  P or la sol v at ación de los iones con las mol écul as de agua, se 
consi g ue la separ aci ón de las dos fases misci bl es (acuosa/org ánica)  [58] . Est e 
fenóm eno se conoce com o separ aci ón de fases ind ucid a por sal es y el 
proced imi ento de ext racci ón basado en est e pri ncip i o se denomi nó 
ext r acci ón líqui d o - l í quid o asi st id a por sal es (salting -out assisted liquid-liquid 
extraction , SALL E )  [59] .  
La pri nci p al desv entaj a de la técni ca SALL E radica en que el ext racto 
org áni co obtenid o suel e cont ener muchos com puest os pol ar es co - ext raíd os 
de la mat ri z que, en muchas ocasi ones, int er fi er en en la det ermi naci ón de 
los com puest os objet o de est udi o. Est e hecho hace que, en la mayorí a de los 
casos, sea necesar i o som et er al ext r a ct o orgánico a div er sas etapas de 
lim pi eza ant es de llev ar a cab o el análi si s inst rum ent al  [59] . Otr a posib il id ad  
es anali zar direct am ent e el extr act o, uti li zand o un det ect or alt am ent e 
sel ecti vo.  
Las apli caci ones de est a técnica de ext r acción se han cent r a d o 
especi alm ent e en el área del anál i si s de pest i ci das. El prim er mét odo mul ti -
r esid uo ( multiresidue method, MRM) que se desarr oll ó par a el anál i si s de 
pest icid as en mat ri ces alim entari as dat a de 1963 y es el denom i nad o mét od o 
Mill s. La ext racci ón de los c om puest os se conseg uí a con acet oni tr il o  
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(MeCN), y para logr ar la separación de fases (acet onit ri lo/ag ua) se 
util izar on éter de pet r ól eo y clor ur o sód i co  [60] .  
Tamb ién se desarr ol l aron mét od os que uti li zab an acetona, como 
disol v ent e de extr acci ón, en lugar  de acet onit r il o  [61 - 63] . En tod os ell os se 
util izó un disol v ent e no pol ar (di cl or om et ano o éter de pet ról eo) y clor ur o 
sód i co par a logr ar la separ ación de fases.  
Los métod os cit ad os, junt o con las num er osas var i aci ones que se han 
desarr oll ad o a par ti r de  ell os, siguen uti li zánd ose hoy día para el anál i si s de 
pest icid as en muchos lab or at or ios de tod o el mundo.  
A part ir de los años 70, com o consecuencia de los prob l em as par a la 
s al ud hum ana y el med io amb ient e  rel aci onad os con el uso de disolv ent es 
clorad os , se desarr oll ar on nuev os mét od os basad os en SAL L E en los que se 
conseg uí a la separ aci ón de fases sim plem ent e añadi end o sal es, es decir sin 
necesi dad de util i zar disol v ent es apol ar es par a ind uci r la separ aci ón de 
fases.  
Algunas de las inv esti g aci ones se c ent r ar on en el sist em a acet ona - ag ua. 
Luke y col ab orad or es consi g ui er on la separ aci ón de amb as fases añadi end o 
una comb inaci ón de fruct osa, sul fat o de magnesio y clorur o sód i co  [64] . 
Otr os autor es logr ar on est a separ aci ón de fases utili zand o difer ent es 
comb i naciones de sal es  [65,66] . Sin embar go, todos est os proced imi ent os 
tienen div er sos inconv enient es deb id o a que la acetona es en exceso  miscib l e 
con el agua com o par a logr ar una adecuad a separ aci ón de fases sin la 
adi ci ón de disolv ent es apol ares.  
Otr os est udi os evaluar on el sist em a ac et oni tr il o - agua. El acetonit ri l o es 
menos misci bl e con el agua que la acet ona, por lo que es posib l e logr ar una 
separ aci ón de fases sat i sfact or i a con la adi ci ón de la cant id ad adecuad a de 
sal es. Lee y col abor ad or es uti li zar on c lor ur o sódi co par a est e propósit o  [67]  
y desd e entonces se han publ icado num erosos art í cul os que uti li zan est e 
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métod o o pequeñas vari aciones del mism o para la det er mi naci ón de 
pest icid as en difer ent es mat ri ces  [68 - 72] .  
Otr o disol vent e que se ha util izado en el análi si s de pest i ci das es el 
acet at o de etil o (EtOAc)  [73 - 77]. Ést e  tiene la vent aja de ser lo 
sufi ci ent em ent e misci bl e con el agua como para lograr una adecuad a 
penetr ación en los tej id os veget al es  [78]  y , adem ás, su solubi li dad en agua 
es menor que la de los otros disolv ent es citad os, por lo que la separ aci ón de 
fases se consig ue fáci lm ent e con la adi ción de una sal desecant e, capaz de 
elim inar el agua que queda en la fase orgáni ca  [79,80] . 
Dur ant e los últ im os 40 años tam bi én se han desar r ol l ad o, aun que en 
mucha menor propor ci ón, algunos mét od os basados en SALL E que se han 
apli cad o a la determ i naci ón de compuestos que no son pesti cid as. 
Mat kovi ch y Chr i st i an apli car on la separ aci ón ind ucid a por sal es del 
sist em a acet ona- ag ua en la ext r acción de quelat os metáli cos  [81] . Leggett y 
col ab orad or es real izaron un est udi o en el que uti li zab an el sist em a 
acet oni tr il o - agua con separ aci ón de fases ind uci da por clor ur o sódi co par a 
la det erm i naci ón de concent r aci ones traza de expl osi v os en agua  [82] . 
Además, la USE PA ha propuesto un métod o (8330B ) par a la determ i nación 
de com puest os nit r oar omát i cos, nit r oami nas y e st eres de nitr ato, basad o en 
la separ aci ón de fases acetoni tr il o - agua ind ucid a con clor ur o sódi co [83] .  
En el año 2003, Anastassi ad es y Lehotay  [79]  mod i fi car on la técni ca 
SAL LE para adapt ar la a las exi genci as medi oam bi ental es y anal ít icas 
vigent es. El nuev o mét od o manti ene la sim pl i ci dad y efi caci a del 
proced imi ento conv enci onal per o uti li za la menor cant id ad posib l e de 
muestr a, así como una pequeña canti d ad de disol v ent es orgánicos y 
materi al básico de labor ator i o. La técni ca se diseñó par a la extr acci ón de una 
ampl ia gam a de pest i ci das en mat ri ces de frut as y ver d ur as y se le asi gnó el 
nomb r e acr óni mo de QuE ChER S, que hace refer encia a sus princip ales 
ve nt aj as: rápid o, senci ll o, barat o, efi caz, rob ust o y segur o.  
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En el desar roll o del mét od o se est udi ar on diferent es disolv ent es de 
ext r acci ón (acetat o de  eti l o, acet oni t ri lo y acet ona)  y con tod os ell os se 
obt ení an alt as recup er aciones de los pesti ci d as de in t er és. Final ment e, se 
sel eccionó el acet oni t ril o debi do a que presentab a mayor sel ect iv id ad en la 
ext r acci ón de est os com puest os. Sin emb arg o, trabaj and o con otr as mat ri ces 
u otr o tipo de compuest os cual qui er a de los disol vent es citad os pod rí a ser 
adecuad o . Tamb i én se est udi aron difer ent es combi naci ones de sal es par a 
logr ar la separ aci ón de fases, sel ecci onand o una mezcl a de NaCl y MgSO 4  
(1:4) que era la más apr opi ada par a lograr alt as recup er aci ones de los 
pest icid as más polar es, al mism o tiemp o que se evi t ab a la co - ext racción de 
muchos com puest os pol ares de la matr i z.  
Además, los aut or es del métod o tam bi én sim pl i fi car on el procedim i ent o 
de lim pi eza que se empl eab a tras la etapa de ext r acci ón. El nuev o 
proced imi ento de limpi eza se denomi nó ext racción en fas e sól i d a disper siva 
( dispersive solid phase extraction , d - SPE ). El proceso consi st e en añadi r un 
det er mi nad o vol um en del extr act o orgáni co en un vial que conti ene una 
pequeña canti dad de un materi al adsor bent e, gener alm ent e se ha uti li zad o  
una ami na prim ar i a - secund ari a ( primary secondary amine, PSA). La mezcl a se 
agit a con un Vort ex de maner a que, idealm ent e, los com puest os 
int er fer ent es de la matr i z qued an ret eni dos en el adsorb ent e, mient ras que 
los anali tos objet o de est ud i o perm anecen en el extract o. El  sigui ent e paso es 
la elim i nación del mat er ial adsorb ent e, med iant e filtr ad o o cent ri fug aci ón, y 
tras esta etapa el ext r act o orgánico qued a list o par a su análi si s. Est e 
proced imi ento ha dem ostr ad o ser alt am ent e eficaz en la elimi naci ón de gran 
part e de los  compuestos lipí di cos co - ext raíd os de la matr iz. Adem ás, es más 
rápi d o, más senci ll o y requi er e menos disol v entes y mat er ial es que el 
proceso de SPE conv enci onal .  
En la figur a 6 se han repr esentad o de form a detal lad a las difer ent es 
etapas del proceso com p l et o (extr acci ón + lim pi eza) desar roll ado 
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ini ci al m ent e par a la extr acci ón de pesti cid as en matr i ces de frut as y 
verd uras.  
10 g de muestra + 10 mL acetonitrilo
Agitar 1 min con Vortex
4 g MgSO4 + 1 g NaCl
1. Agitar inmediatamente  1 min 
con Vortex
2. Centrifugar 5 min a  5000 rpm
1 mL extracto orgánico
25 mg PSA + 150 mg MgSO4
Análisis cromatográfico
1. Agitar 0.5 min con Vortex












Figura 6:  Etapas del procedimiento QuEChERS original 
A part ir del proced imi ento ori gi nal , han sur gid o div er sas modi fi caci ones 
com o l a util i zación de difer ent es disol uci ones tamponadas par a mej or ar la 
efi caci a de la ext racción de com puest os con propi ed ad es ácid o - b ase  [84 - 87] . 
Otr a var iaci ón que ha sur gid o es la adi ción de agua sobr e muest r as secas, 
con el fin de obt ener la hum edad adecu ad a  [88 - 92] . En la etapa de limpi eza, 
medi ant e d - SPE , tamb i én se han desar roll ad o algunas mod i fi caci ones 
rel aci onad as con el uso de difer ent es mat er ial es adsor b ent es. En el caso de 
matr ices con alt o cont enid o en grasas, se ha recom endad o el uso de C 18 , 
jun to con la PSA, ya que proporci ona una limpi eza adi ci onal de los 
compuest os lipídi cos co- ext r aí d os  [85,93] . Por  otr o lado, el uso de negro de 
grafit o  ha dem ostr ad o su efi cacia en la elim i naci ón de clor ofil as de los 
ext r act os  [93] . Tamb ién  se han desarr ol l ad o algunas apli caci ones en las que 
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se util i za el proced imi ento de limpi eza medi ante SPE clási ca, en cart uchos  
[94 - 96] .  
El mét od o ha recib id o gran acept aci ón a nivel mundi al y ha sido 
vali dad o en est ud ios int erl abor at ori os par a num erosos pesti cid as en 
div er s as matr i ces de alim entos  [97 - 108] . Reci entem ente, ha recibi d o la 
disti nci ón de Métod o Ofi ci al de la AOAC Int ernaci onal (Association of 
Analytical Communities) [109] .  
A pesar de que origi nal m ent e QuE ChE R S surgió com o un mét od o 
especí fi co par a el análi si s d e pesti ci das en mat ri ces alim ent ari as, su efi caci a 
y flexib il id ad lo han conv ert id o en una pot ent e her r am ient a, que ha sid o 
util izada par a la det erm i nación de otr o s compuest os en otro tipo de 
matr ices, tal es como la det erm i nación de com puest os farm acéuti co s  [110 -
114] , antibióticos β- l actámi cos  [115,116]  o hid r ocarb uros arom át i cos 
poli cícli cos ( polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)  [117]  en muest r as de tipo 
biol ógi co.  
Respect o a matr i ces de suel os, se ha uti li zad o reci ent em ent e par a la 
det er mi naci ón de pesti cid as, insecti ci d as y fungi ci d as  [118- 122]  así como 
fenol es y cresol es  [123] en diferent es tipos de suelos .   
En la present e mem or i a se recog e la puest a  a punt o  de  una ver si ón 
simpli fi cad a  del mét odo QuE ChE R S, adapt ad a a muest r as de suelos, par a la 
ext r acci ón de hidr ocar buros clor ados y clorob encenos  de dichas mat ri ces.  
 
1.4. Extracción por adsorción con barra agitadora  (SBSE)  
Com o ya se ha menci onad o ant er iorm ente, las nuev as ten d enci as dent ro 
del campo de la Quím i ca A nal ít ica están diri g idas a la simpl i fi caci ón y 
mini at uri zaci ón del tratam i ent o de muest r a, así com o a la minim i zación del 
volum en de disolv ent es orgáni cos y de canti dad de muestr a.  
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A lo lar go de los últi mos años se han int rod ucido nuev as técni cas de 
enr i quecim i ent o de muest r a sin la necesi dad de uti li zaci ón de disolv ent es, 
tal es como  micr o extr acci ón en fase sóli d a (SPME ) o ext r acci ón por adsor ción 
en bar r a agi tad or a (SB SE )  con desor ci ón tér mi ca . Util i zand o est as técni cas, 
la ext r acción y preconcent r aci ón de las muest r as se real i za en una so l a 
etapa, red uci endo el tiemp o de trab aj o.  
La ext r acci ón por adsor ción en bar r a agit ador a fue int roducid a en el año 
1999 por Balt ussen y col ab or ad or es  [124] . Esta técni ca de ext racci ón se basa 
en la par ti ci ón de los anal it os ent re la muest r a y una fase ext ractant e. 
Cuant o mayor sea la afi nid ad del sol ut o por la fase ext r act ante respect o a la 
muestr a, mayor ser á el rend im ient o de la extr acci ón. La fase ext r act ant e más 
com únm ent e util i zad a ha sid o el pol id im et il sil oxano (PDMS). Este pol ím ero 
se ha util izado ampli ament e com o fase est aci onar i a en crom atog rafí a de 
gases (GC) y se car act er iza por su est abi li dad tér mi ca, pud i énd ose uti li zar 
en un rango muy ampl io de temperat ur as (se com por t a com o líquid o entr e 
–20 y 320 ° C).  
Las barr as agit ador as util i zad as par a ex tr aer los anali t os (tam bi én 
denom i nad as Twisters® ) consi st en en un cuerp o magnét ico encap sul ad o  en 
una fund a de vid ri o, en cuya super fi ci e se col oca la capa de PDMS.  Dur ant e 
el proceso de ext r acci ón el twister se pone en cont act o con los anali tos, bien 
por  inm er sión en la propia muest r a o bien en el mod o de espaci o de cab eza. 
En la figur a 7 se muestr an amb as posib il id ad es.  
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Inmersión Espacio de cabeza
 
Figura 7:  Modos de trabajo en SBSE 
En el modo de inm er si ón (nor m alm ent e llam ad o simpl em ent e SBSE ) el 
twister se int r od uce en un vial e n el que est á cont enid a la muest r a, la cual se 
agit a baj o condi ciones físicas y quím icas contr ol adas. Una vez que ha tenid o 
lugar la ext r acci ón, se ret i ra el twister de la muest r a  con ayud a de unas 
pinzas , se aclar a con agua dest il ada par a elim i nar restos de otr os 
componentes de la mat ri z , secánd olo post er i orm ente con un papel libr e de 
cel ul osa y se intr oduce en un tub o de desorci ón térm i ca dond e tiene lugar el 
proceso de desorci ón . El proceso de acl ar ado es esenci al cuand o la 
desor ci ón tiene lugar de form a  térmi ca ,  par a elim i nar la form aci ón de 
materi al no voláti l que pued e llegar a bloquear la uni dad de desor ci ón. El 
mayor númer o de apl icaci ones de SBSE util izan este mod o de trabajo  [125 -
130] .  
La util i zación de la SBSE en el modo espaci o de cab eza fue intr od uci da 
por Bicchi y col ab orad or es  [131]  en el año 2002  y se conoce com o extr acci ón 
con sor b ent e en espaci o de cab eza ( headspace sorption extraction, HSSE ). En 
HSSE el proceso de extracci ón tiene lugar col ocand o el twister sobr e la 
muestr a líqui da o sólid a, de tal manera que el pol ím ero est á en cont act o 
est áti co con la fase vapor que se encuentr a dent r o del vial . Nor malm ent e es 
necesari a la agi t aci ón de la muestr a para fav or ecer el paso de los anal it os a 
la fase gaseosa. Una vez que ha tenid o lugar la extr acci ón es recom endabl e 
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el acl arad o del twister con agua dest il ada, así com o su secado con papel .  
Trab ajando en est e mod o se prot eg e al polímer o de la extr acci ón de 
compuest os no vol át il es y se aum ent a el tiem p o de vid a de l mism o . A pesar 
de la elev ada sel e cti vi dad de est e mod o de trabaj o, no son muchos los 
trab aj os que se pued en encont rar en bibl i og r afí a  [132 - 134] .  
Una vez que ha teni do lugar el proceso de ext racci ón, es necesari o 
desorb er los anal it os para  su int rod ucción en el sist em a crom atog ráfi co. 
Exi s t en dos posib ili d ad es, la desor ci ón térmi ca ( thermal desorption , TD) o 
bien la desor ci ón líqui da ( liquid desorption, LD) con disol v ent es orgáni cos. La 
mayorí a de las apl i caciones de SBSE o HSSE uti li zan la desor ci ón tér mi ca, 
ya que impli ca la no util i zaci ó n de disolv ent es orgáni cos y la compl et a 
transferencia de los anal itos ext r aíd os al sist em a crom at ogr áfi co. El proceso 
de desor ci ón pued e tener lugar en un rango de tem per atur as de 150 a 300 
° C. Sin emb ar g o, la princip al desv ent aj a que present a est a alt er n at iv a es la 
necesi dad de un equi p o especí fi co acopl ad o al crom at ógr afo de gases: un 
sist em a de desor ci ón térm i ca (TDS) o una unid ad de desor ción térm i ca 
(TDU). El twister se int r od uce en un tub o de vidri o especí fico par a est os 
disposit iv os, el cual se col o ca  en el hor no del sist em a, dond e se prod uce la 
desor ci ón. Tam bi én exi ste la posib il id ad de colocar vari os twisters en un 
mism o tub o de desor ci ón  [135] .  
La desor ción líquid a (LD) se suel e util i zar cuand o no se dispone de un 
sist em a de desor ción tér mi ca, cu and o los compuest os est udi ad os son 
term olábi l es  [136]  o el anál i si s se lleva a cab o medi ant e crom at og r afí a 
líqui da (LC) o electr ofor esi s capil ar (CE ).  En est e mod o de trab aj o, el twister 
se intr od uce en el disol vent e o mezcla de disol vent es extr act ant es pa r a la 
desor ci ón quím ica de los anali t os ret eni dos. Los disol v ent es más 
com únm ent e util i zad os han  sido el acet oni tr il o (MeCN), met anol (MeOH), 
mezcl a de est os o mezcl as con agua o tam pones  [137- 141] , aunque tamb i én 
se han eval uad o el isooctano  [142]  o el ac et ato de etil o  [143]. La desor ci ón 
líqui da  se ha comb i nado fund am ent alm ent e con crom atog rafí a líquid a, 
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aunque tambi én con crom atog rafí a de gases. En est e últ im o cas o, la form a 
hab it ual de trab aj o  es utili zar inyecci ón de grand es vol úm enes de muest r a 
par a i nt r od uci r la mayor cant id ad posib l e de disol v ent e orgáni co en el 
sist em a.  
Las nuev as tendencias de trab aj o con SBSE se enfocan en el desar roll o de 
nuev o instr um ent al y de nuev as fases de recub rim i ent o, ya que, 
act ualm ent e, los únicos twisters comer ci al m ent e disponib l es (Ger st el ) 
util izan PDMS. Aunque se ha demost rad o que el PDMS ofrece buenos 
result ados, es necesar i o est udi ar otr o tipo de sorbent es que posib il it en la 
ext r acci ón de anali t os más polar es  [144,145] .  
 
1.4.1. Fundamento teórico de la extracción por adsorción con barra 
agitadora  
L os procesos de extr acci ón por adsor ción son procesos de equi li br io, y 
par a el caso de muest r as acuosas, la ext r acción de los sol utos de la mat ri z a 
la fase ext r act ant e est á cont r ol ad a por el coefi ci ent e de par ti ci ón de l os 
anali t os entr e el pol ím ero (PDMS) y la fase acuosa. Muchos est ud ios han 
cor r el aci onad o est e parám et r o con el coefi ci ent e octanol - ag ua (K o /w )  
[146,147] . Aunque no es est r ict am ent e cor r ect o, el valor de  K o /w  puede dar 
una idea preli mi nar de si la ext racci ón por SBSE va a tener lugar de for ma 
adecuad a.  
El proceso de extr acci ón tamb i én depend e de la relaci ón de fases y de la 





















KK ===≈  ( 13)  
El coefi ci ent e de distr ib uci ón ent r e el  PDMS y la fase acuosa (K P D MS /W ) se 
defi ne com o el coci ent e ent re la concentr aci ón de sol uto en la fase de 
poli dim eti l si l oxano (C P D MS ) y la concent raci ón en la fase acuosa (C W ) una 
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vez que se ha alcanzad o el equi li br io. Est a rel aci ón es igual al coci ent e e nt r e 
la masa de anal it o en el PDMS (m P D MS ) y en la fase acuosa (m W ) mult ip li cad o 





=β  ( 14)  
El rendim i ent o del proceso, expr esad o com o la rel aci ón ent r e la masa de 
sol uto ext r aí do (m P D MS ) y la canti dad ori gi nal de anal it o en la muestr a 
acuosa (m 0 =m P D MS  +m W ), va a depend er tant o del coefi ci ent e de distr ib uci ón 

















Com o ya se ha menci onad o ant er i orm ent e , K PD MS /w pued e equi p ar ar se al 
K o /w  del com puest o. La efi cacia de la ext r acción dism i nui rá a medi da que 
aum ent a la p ol ar id ad de los anali t os. Respect o a la rel aci ón de fases, cuant o 
mayor sea la cant id ad de PDMS cont enid a en los twisters, mayor será el 
rendi mi ent o de la ext racción.  
En la figur a 8 se muest ra la infl uenci a del K o /w  y  de la rel aci ón de fases en  
el rendim i ent o de la extr acci ón. Se obti enen curv as en form a de S cuya 
posición va a depender del valor de β. Se comparan las curvas obtenidas 
con SBSE y con micr oextracci ón en fase sóli d a (SPME ). Las dos técni cas se 
basan en los mismos princi pi os, pero la pri nci p al difer enci a rad ica en el 
volum en de PDMS util izad o. En la SPME , el vol um en de PDMS es de 
apr oxi mad am ent e 0.5 µL. En el caso de la extr acción por adsor ci ón sob r e 
barr a agi t ad or a, el vol umen de PDMS es de unos 25 µL ( twisters de 1 cm de 
longi t ud y un espesor de pelí cula de 0.5 mm). Par a un mismo vol um en de 
muestr a, los val or es de β obtenidos son m enores  par a SBSE  (β=200) que 
par a SPME  (β=10000). Est o se traduce en que con la util i zaci ón de SBSE 
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pued en ext r aer se com puest os que en pri nci pi o, por su pol ar id ad , no 
podr í an ext raer se por SPME .  
log Ko/w





















Figura 8:  C urvas de recuperación en funci ón de K o/w de los analitos. Los valores de β 
expresados son para un volumen constante de muestra (5 mL)  
 En la present e mem oria se pond r á a punt o un mét odo par a la 
det er mi naci ón de par ab enos, tri cl osán y met il  tri closán en muest r as de agua 
y suel os ,  con la  util izaci ón de la extr acci ón por adsor ci ón en bar ra agi tad or a 
en el mod o de inm er si ón y una reacción de deri vatizaci ón in situ , y posteri or 
desor ci ón tér mi ca y análisi s por crom atog rafí a de gases - esp ectr om etr ía de 
masas.  
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2. INYECCIÓN DE LAS MUESTRAS: INY ECTOR DE TEMPERATURA 
PROGRAMADA (PTV)  
E n est e apart ado se detallar án los aspect os rel aci onad os con la inyecci ón 
de la muest r a  en el sist ema crom atog ráfi co . El inyect or util izado en tod as las 
metod ol ogí as propuestas es un PTV. En las apli caci ones en las que  el 
pretr at am i ent o de la muest r a se ha llev ad o a cab o medi ant e el mét od o 
QuE ChE R S, los ext r act os orgáni cos obt eni dos se inyect ar on dir ect am ent e en 
el PTV . Tam bi én se ha util i zad o el acopl am i ent o SHS- PTV cuyas 
car act erí sti cas más impor t ant es se descr ib ir án en ese apart ad o. En la 
apli caci ón descr it a par a el anál i si s de cont ami nant es orgáni cos en muestr as 
acuosas y suel os por SBSE , el PTV se utili zó com o sist em a de focali zaci ón 
cri og énica dur ant e el proceso de desor ci ón térmi ca.  
El concep t o de intr od ucción de muest r a a tem per at ur a progr am ad a fue 
descri t o por K. Abel en 1964 [148] . En 1979 Vogt y col ab orad or es 
presentar on por prim era vez un sist em a de inyección PTV  [149,150] .  
A pri nci pi os de los ochent a, los grupos de Poy  [151]  y Schom bur g  [152]  
expl or ar on las posi bi li dades de la inyecci ón en frí o y desar r oll ar on sist emas 
de inyecci ón uni ver sal es.  
A parti r de ese mom ent o, div er sos aut or es han reali zad o invest ig aci ones 
metod ol ógi cas en el uso del inyect or PTV . El número de publ i caci ones sob r e 
est e tipo de inyect or pone de mani fi est o su int er és y pot enci al par a la 
int roducción de muest ras en crom at ogr afía de gases, como pued e ver se en 
la revi sión bib li ogr áfica real izada por Engewal d y colab or ad or es en 1999  
[153] .  
Trad i ci onalm ent e se ha uti li zad o para la inyecci ón de muestr as líquid as, 
apli caci ón en la que aport a nuev as posib il id ad es y ventaj as respect o a los 
inyect or es convencional es.  
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2.1. Inyección de muestras líquidas  
L as técni cas conv enci onal es de inyecci ón de muestr as líqui d as en 
crom atog rafí a de gases pued en  divi di r se en técni cas con evapor aci ón previ a 
y técni cas de inyecci ón en col um na.  
En las técni cas con evapor aci ón prev i a, la cám ar a de vapori zaci ón del 
inyect or ( liner) se manti ene a alt a tem per at ura (gener alm ent e en el mar gen 
de 250 °C a 350 °C) par a faci li tar la evapor aci ón rápi d a de la muest r a. Est os 
inyect or es permi t en dos mod os de inyecci ón: inyecci ón con div i si ón de 
muestr a (split)  e inyecci ón sin divi sión  (splitless).  
La técnica de inyecci ón en col um na  se util iza general m ent e con muest r as 
que se des comp onen por encim a de su punt o de ebul li ción  [154] . La 
disol uci ón se inyect a dir ect am ent e en la col um na, sin pasar por un inyect or 
cal ient e, con lo que se consig ue evi t ar la degr ad aci ón térm ica y la 
discr im i nación de los anal it os, que pueden ocur ri r en la  cámar a de 
vapor izaci ón. Desafor t unad am ente, en el caso de muest ras con una 
cant id ad consi d er ab l e de anali tos no voláti l es, o en muest ras con alt o 
cont eni d o de agua, se prod uce una dismi nuci ón de la efi caci a y est ab il id ad 
de la separ aci ón crom atog r áfi ca  [1 53,155,156] . Además , la ret enci ón de 
impur ezas en la col um na crom at og r áfi ca acor t a la vida de la mism a. Est a 
técni ca se ha uti li zad o para la inyecci ón de grand es volúm enes de muestr as 
líqui das (>2µL ) en GC medi ant e el uso de pre - col um nas. En ést as  se 
prod u ce la separ aci ón del disolv ente y los analit os, a una temperat ur a 
apr op i ad a, segui d a de la transfer enci a de los anali t os a la col um na 
crom atog ráfi ca. Además de posibi li t ar la inyecci ón de grand es vol úm enes, 
la pre –col um na  r eti ene par t e de las impur ezas de la muestr a. Sin emb arg o, 
una porci ón de las mismas  sigue pasand o a la col um na crom at og r áfi ca, por 
lo que est e mod o de inyecci ón no se consid era apr op i ad o para el análi si s de 
muestr as con concent raciones altas de anal it os no vol áti l es [155,157] .  
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El PTV cons t a de los mism os elem ent os que un inyect or tradi cional , per o 
est á equi p ad o de un sist em a de enfri am i ent o y cal ent am i ent o muy efi ci ent e 
(fi gur a 9 ), gracias al cual la tem per at ura del inyector se contr ol a de form a 
progr am ad a dur ant e la inyección de la muest r a. Esta car acterí st ica hace que 
el PTV per mi ta una gran vari edad de mod os de inyección entr e los que se 
encuentr an los clási cos split/splitless:  
− I ny ecci ón split en cali ent e.  
− I ny ecci ón split en frí o.  
− I ny ecci ón splitless en cal i ent e.  
− I ny ecci ón splitless en f río.  











Figura 9:  Inyector de temperatura programada (PTV) 
T amb ién es posib l e, uti lizand o el liner apropi ad o, la intr oducci ón de 
muestr as líquid as en col um na. Los resul t ad os son com par ab l es a los 
obt enid os c on est e mism o mod o de inyección en un inyect or conv enci onal , 
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per o con la vent aja de que el PTV permi t e trab aj ar más fácilm ent e con 
muestr as con alto cont enid o en com ponent es no vol áti l es, graci as al contr ol 
progr am ad o de tem per atur a [153,158].  
Una de las v ent ajas del PTV respecto a los inyect ores conv enci onal es son 
los mod os de inyecci ón en frí o. El inyect or se encuent r a a baj a temperat ur a 
en el mom ent o que la muest r a líquid a es inyectad a, y una vez finali zad a la 
inyecci ón, el liner  se cal i ent a progr esiv am e nt e, cont r ol and o la evapor aci ón 
de com puest os con dist int os punt os de ebull i ci ón. Con la inyecci ón en frí o 
se elimi na  l a discri mi naci ón debid a a las difer enci as en los punt os de 
ebulli ci ón de los anali tos  [151,152,157,159] , que pued e ocurr ir con las 
técni c as de inyección conv enci onal es en cali ent e. Por otr o lado, la 
degrad aci ón térmi ca  ap ar ece en menor propor ci ón, ya que los com puest os 
no recib en un choque brusco de temperat ur a y sól o es necesar i o cal ent ar los 
a la menor temperat ur a requer id a para que sean t ransfer id os a la colum na 
crom atog ráfi ca [157,159] .  
La otr a gran ventaj a del inyect or PTV cuando se trab aj a en inyecci ón de 
líqui dos es la posi bi li dad de inyect ar grandes volúm enes de muest ra ( large 
volume injection , LVI) [149,150] . Con est e disposit iv o es posi bl e intr oducir en 
el sist em a crom at ogr áfi co vol úm enes de muest r a superi or es a 100 µL. Est o 
perm it e  mej or ar signi fi cat iv am ent e la sensi bi li dad del mét od o analí ti co 
respect o a los inyect ores conv enci onal es, en los que se int rod ucen 
volúm enes de muestr a d e 1 a 2 µL. Est a car act er í st ica es posib l e graci as a la 
elim inación o pur ga del disolv ent e a baj a tem per atur a, ant es de transferi r la 
muestr a a la col um na crom atog ráfi ca. Est e mod o de inyecci ón se conoce con 
el nomb re de solvent-vent. En condi ciones genera l es, el PTV se progr am a de 
mod o que, en el mom ent o en que la muest r a es inyect ada, el liner  está a una 
temper at ur a liger am ent e inferi or al punt o de ebulli ci ón del disolv ent e y la 
válv ul a de desecho está abi er t a. Com o consecuenci a, el disolv ent e se 
elim ina a trav és de dicha válv ul a mient r as que los anali t os, de mayor punto 
de ebul li ción, perm anecen cond ensados en el liner . Una vez elim i nad o el 
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di sol v ent e, la válv ula de desecho se cier r a y los anal it os son transferi d os a la 
col um na med iant e un rápi d o cal ent am i ent o del liner [153] .  
Par a aum ent ar la ret enci ón de los anal it os en el liner  durant e la purga del 
disol v ent e y minim i zar las pér di das de los mism os, se han util izado liners  
con difer ent es materi al es de rel leno. En los prim er os est udi os real i zad os por 
Her r ai z [160]  y col ab or ad or es se util izar on Tenax ®  y lana de vid ri o. Más 
adelant e se est udi aron otras alt er nat iv as com o el pol it etr afluor oeti l eno y la 
poli imi d a  [161] . Hoy día exi st en liners em p aquet ados com er ci alm ent e 
disponib l es con difer ent es tipos de rel l e nos, tant o de síl ice (lana de vid ri o o 
lana de cuar zo) com o polí mer os orgáni cos, como Tenax - T A ® , 
poli dim eti l si l oxano , Car bot r ap B y Carb ot rap C. Sin emb ar g o, en algunas 
ocasi ones, est os rel l enos pueden tener efect os negati vos, tal es como 
degrad aci ón de los  compuest os, ret enci ón excesiv a o irr ev er si bl e de los 
anali t os com o consecuenci a de su afi nid ad con el mat eri al de rell eno, 
prob l em as de cont am i naci ón cruzad a ( carry over) y lim it aci ones en cuant o a 
la tem per atur a de trab aj o  [162] . Com o alter nat iv a tam bi én  est án disponi bl es 
liners vací os con difer ent es confi g ur aci ones: rect o conv enci onal , con 
confi g ur aci ón en zig - zag o rect o con muesca, uti li zánd ose 
fund am entalm ente par a el anál i si s de compuest os poco vol áti l es que no se 
elim inan al pur gar el disolv ent e.  
A part ir del mod o de inyección solvent-vent han surgid o nuevas 
mod i ficaci ones, cuya finali d ad es la de posib il it ar la inyecci ón de vol úm enes 
de muestr a aún mayor es.  
Una posib il id ad es la de repeti r vari as veces la inyecci ón de la muestr a, 
medi ant e un proceso denomi nad o inyecci ón múl ti pl e. En est e caso la 
evapor aci ón del disol v ent e se prod uce vari as veces consecut iv am ent e y al 
final de las inyecci ones, el PTV se cali enta hast a la tem per at ura requer id a 
par a que tod os los anali t os pasen a la col um na cromat ogr áfica.  
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Otr a alt ernati va a la técni ca de inyecciones múlt i pl es consi st e en la 
inyecci ón a vel oci dad cont r ol ada. En est e caso, se sust it uy e la intr od ucci ón 
repetid a de pequeñas por ci ones de muest r a por un proceso cont i nuo. La 
inyecci ón y la evapor aci ón tienen  lug ar de manera simult ánea, ya que  se 
mant i ene un equi li br i o ent r e la muestr a inyect ada en est ad o líquid o y el 
disol v ent e elim inado en fase vapor . Con est a técni ca el vol um en de 
inyecci ón pued e ser superi or a 1000 µl  [157] .  
Las vent aj as del PTV , junt o a l a disponibi li d ad com er ci al de est e tipo de 
inyect or es, han hecho que sea alt am ent e atr act iv o par a anál i si s de 
compuest os a nivel de trazas. La pri ncip al apli caci ón de los inyect or es PTV 
ha sid o la inyecci ón de grand es vol úm enes de muest r as líquid as, oper an d o 
en el mod o de inyección con pur ga del disolv ent e.  El númer o de 
publ i caciones que util izan est a metod ol ogí a es muy elev ado  [15 3], 
apli cánd ose, entr e otr as , par a la det er mi naci ón de  com puest os con act iv id ad 
est r ogéni ca  [163],   f enol es  [164] , compuest os p ol ib r om ad os  [165] , 
hidr ocar b u r os poli cí cl icos aromáti cos (PAH s)  [166,167] , pent acl orob encil 
hidr oxil am i na  [168]  y pesti cid as  [169 - 171] .  
Se han desar r ol lad o otr as apl i caciones del PTV , com o la posi bi li dad de 
util izarl o com o mecani sm o de prepar ación de muest ra, med i ant e la 
comb i nación con técnicas de micr oextr acci ón o con procesos de 
deri v at izaci ón, sim pl i fi cand o así est a etapa y consig ui end o el acopl ami ento 
en línea de GC con los procesos de pret r at am i ento de la muest r a  [32,33] .  
Además, per mi t e la inyecci ón dir ecta de muest r as acuosas medi ant e el uso 
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2.2. Acoplamiento HS - PTV  
E n bib li og r afí a apenas se han encont rado trab aj os en los que se uti li ce la 
confi g ur aci ón inst r um ental SHS- PTV - GC. Los disp osi tiv os que se han 
util izado más frecuent ement e, con el fin de consegui r el enfoque cri og énico 
del espaci o de cab eza, son de fab ri caci ón manual y poco automati zab l es 
(com o se detall ó en el apar t ad o 1.1.). Se han encontrad o algunas notas sobr e 
el acoplami e nt o de est e tipo de disposi ti vos en los inform es técnicos de las 
casas com erci al es  [172] . En un art í cul o pub li cado en 1993 por J. Efer y 
col ab orad or es, se util izab a est a confi g ur aci ón par a la det ermi naci ón de 
Ethep hon (áci d o 2 - cl or oet il fosfóni co), un regul ad or del crecimi ent o de 
plant as, en agua de consum o. El HS uti li zad o tení a un sistema de inyecci ón 
manual , de form a que los voláti l es se extr aí an del vial medi ante una jeri nga 
y posteri orm ent e se inyectab an en el liner  del PTV  [173] .  
Reci ent em ent e, la config ur aci ón HS- PTV - GC  aut om ati zad a  se ha 
util izado par a la det er minaci ón de monóxi d o de car b ono en fil et es de atún  
[174]  y benceno, tol ueno, eti lb enceno y xil eno  en acei t e de oli va  [175] . 
Nuest ro grupo de inv estig ación ha adquir id o una ampl ia experi encia en la 
util ización de est e acopl am i ent o [ 176 - 182].  
En relación con el acopl am i ent o HS dinámi co con un PTV, el núm ero de 
publ i caciones que se han encont r ad o tam poco es muy elev ad o. Esta 
confi g ur aci ón se ha util i zad o par a la det erminaci ón de com puest os 
organoes t ánni cos  [18 3]  y com puest os hal og enad os vol át il es  [18 4]  en 
muestr as acuosas.  
Uno de los objeti v os de est a mem ori a es el de est ud i ar las posi bi li dad es 
del acopl ami ent o SHS - PT V con la uti li zación de reacci ones de 
deri v at izaci ón in situ en el propio vial del HS. En est e trab aj o, el 
acopl am i ent o de amb os mód ulos se reali zó ,  bien med i ant e una línea de 
transferencia inert e termost atad a o medi ant e la inyección  aut om át ica  del 
espacio de cabeza en el PTV medi ant e una jer i nga.  
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El contr ol programad o de la temper at ura  per mi t e sel ecci onar la 
temper at ur a del inyect or dur ant e el tiem p o en el que el espacio de cab eza 
est á siend o transfer id o al inyect or , por lo que, de maner a gener al , se pued e 
consi der ar que la intr od ucci ón de la muest r a se pued e reali zar en frí o o en 
cal ie nt e.  
La prim er a etapa es común en amb as mod al id ad es de intr oducción de 
muestr a. La muestr a proced ent e del espaci o de cabeza es conducid a hast a el 
PTV . Sin emb ar g o, la transfer enci a de la muest r a del PTV al GC será dist int a 
en función de que se trat e de un a inyecci ón en cal i ent e o en frío. En un 
proceso de intr od ucci ón de muestr a en cali ent e, el inyector se compor t a 
com o una part e más de la línea de transfer enci a. Se manti ene a alt a 
temper at ur a (superi or a 200 °C) dur ant e el tiem p o de análi si s, por lo que n o 
se produce ret enci ón de los anal it os en el liner . A medi da que ést os van 
llegando al inyect or lo atr avi esan, pasand o a la col um na del crom at ógr afo 
de gases según el mod o de inyecci ón sel eccionad o. El proceso de 
transferencia del espaci o de cab eza y el de transfer enci a de la muestr a desd e 
el PTV al cromat óg r afo de gases se sol ap an en el tiemp o, por tant o, la 
transferencia de la muestr a a la col um na crom at og r áfica es progr esiv a y 
lent a.  
En un proceso de intr oducci ón de muest r a en frí o, el inyect or est á a b aja 
temper at ur a durant e el tiemp o de transfer encia de la muestr a desd e el 
gener ad or de espacio de cabeza hast a el PTV , por lo que los vol áti l es 
cond ensan en el liner . Una vez transcur r id o el tiem p o de transfer enci a del 
espacio de cab eza, el inyect or se cal i ent a rápid am ent e, transfi ri en do los 
anali t os a la col um na, do nd e tiene lugar la separaci ón crom at ogr áfica. Por 
tant o, se consi gue una focali zaci ón  de los anal it os en el liner  y la 
transferencia de la muestra desd e el PTV al GC es mucho más rápi da que en 
e l caso de la inyecci ón en cal ient e.  
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En cada  una de estas dos mod ali d ad es es posibl e sel ecci onar difer ent es 
mod os de inyecci ón. En los apar t ad os que siguen se describ i rán las 
pri ncip al es caract er í st i cas de los mod os de inyecci ón perm it id os por el PTV.  
 
2.3. Modos de inyección permitidos por el PTV  
Ad emás de progr am ar la rampa de tem per aturas del liner , el PTV 
perm it e sel ecci onar disti nt os mod os de inyección. La difer enci a ent r e estos 
mod os de inyecci ón rad ica en el tiem po que perm anece abier ta la válv ul a de 
desecho (tam bi én denominad a vál vul a de  split) y el fluj o de gas por t ad or 
que cir cul a a trav és de ella, fact ores amb os que deter mi nan el volumen de 
muestr a inyect ad o en la col um na crom atog ráfi ca.  
 
2.3.1. Inyección  split y  splitless  
E n el mod o de inyecci ón s pl it , la válv ula de desecho est á abi ert a dur ant e 
tod o el proceso. Una por ci ón de los vol át il es que llegan al inyect or pasa a la 
col um na crom atog ráfi ca, mient ras que el rest o se elimi na a trav és de la 
válv ul a de desecho. La fracci ón de muestr a que ent r a en col um na viene 
det er mi nad a por la relaci ón de div i si ón o rel ación de split  y está 
det er mi nad a por el fluj o de gas por t ad or que cir cul a en la col um na y el fluj o 
a trav és de la válv ul a de desecho  [18 5] . La rel aci ón de div i si ón suel e osci lar 
de 1:1 0 a 1:6000 y  el volumen de muestra inyectado en columna es ≤1µl. 
Esta técni ca tiene el inconv eni ent e de que el vol um en de muestr a 
inyect ado en col um na es muy pequeño, por lo que no es apr opi ad a par a el 
análi si s a niv el de trazas, aunque es muy útil cuand o los anal it os  
const it uy en más del 0,1% de la muest r a. Los vol átil es cir cul an a gran 
vel ocid ad en el liner , arr ast r ad os por el flujo de gas port ad or , por lo que la 
inyecci ón es rápid a y el ancho de band a ini ci al pequeño.  
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En el modo de inyecci ón splitless, la vál vul a de desecho está cerr ada 
dur ant e el tiemp o en que tienen lugar los procesos de transfer enci a del 
espacio de cab eza al PTV y de transfer encia de la muestr a desd e el PTV al 
GC, por lo que los anali tos pasan a la col um na crom at ogr áfi ca sin divi si ón 
de muest r a. Un a vez transcur rid o est e tiemp o, denomi nad o tiempo de 
splitless, la válv ula de desecho se abr e y a trav és de ell a cir cul a un flujo 
rápi d o de gas por t ad or, denomi nad o fluj o de lim pieza, que prepar a el liner  
para la próxim a inyecci ón.  
Con est e mod o de inyecc ión se int r od uce en la colum na crom at og ráfi ca 
la mayor part e de la muest r a proced ent e del gener ador de espaci o de 
cab eza, por lo que se consi g uen mej or es lím it es de det ecci ón que con el 
mod o de inyecci ón split . 
 
2.3.2. Inyección so lv en t - ven t  
E st a técni ca c om bi na la inyección en frí o con la vapor i zación contr ol ada 
del disolv ent e  y es la que se ha apli cad o en tod as las metod ol ogí as 
propuest as en est a mem ori a . El liner  se encuent r a a baj a temperat ur a 
dur ant e el proceso de transfer encia de la muest ra desd e el HS al PTV , 
mient ras que  la válv ul a de desecho perm anece abi er t a. De est e mod o, el 
conj unt o de com puest os más vol át il es  que los anali t os de int er és  y el 
disol v ent e que tambi én for m an par t e de la fase gaseosa se pur ga a trav és de 
dicha válv ul a mientr as que lo s anali t os  qued an ret enid os en el liner . El 
tiem p o durant e el cual la válv ul a de desecho per manece abi ert a se 
denom i na tiem po de purga. Una vez que ha term inad o la transfer enci a del 
espacio de cab eza, la vál v ul a de desecho se cierr a y el liner  se cal i ent a 
rápi d am ent e transfir i endo los anali tos a la col umna crom atog ráfi ca en el 
mod o de inyección splitless. Al cab o de un tiem p o, que se consi d era 
adecuad o para que tod os los anal it os hayan sid o transfer id os a la col um na 
crom atog ráfi ca, la vál v ul a de desecho se abr e nuevam ent e y el fluj o de gas 
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port ador que cir cula a trav és del liner ar r ast r a los posi bl es rest os de anali t os 























































































Figura 10:  Inyección solvent -vent 
De manera gener al , la finali dad d e la purga es la elim i naci ón del 
disol v ent e a baj a tem perat ura, por lo que es necesar i o que el punto de 
ebulli ci ón de los anali t os sea mayor que el del disol vent e. Cuant o mayor sea 
est a difer enci a mej or funciona la técni ca [170] .  
Sin embar go, l a técni ca t am bi én pued e ser apli cad a incl uso con anali tos 
de baj o punt o de ebull i ci ón (infer ior al del disolv ente); se consi g uen buenos 
result ados, tant o de sensib il id ad como de repr od uci bi li dad , util i zand o liners  
empaquet ad os con adsor b ent es apr opi ad os que ret eng an los anal it os 
dur ant e el proceso de purga del disol v ent e  [176 - 178] .  
En el caso de mat ri ces amb i ent al es, como el agua o los suelos, el 
pri ncip al componente del espaci o de cab eza es el vapor de agua. En est os 
casos es muy úti l el uso de liners  empaquet ados c on Tenax - T A ® , un 
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polí mer o hidr ofób i co especi alm ent e diseñado par a ret ener com puest os 
orgáni cos, mientr as el vapor de agua se elim i na por la válv ul a de desecho.  
Con est e mod o de inyección se resuel v en los probl em as del acopl am i ent o 
HS- GC, ya que apor t a las vent aj as de la inyección en frí o (focali zaci ón de los 
compuest os en el inyector y rápi d a transfer encia de los mismos a la 
col um na crom at ogr áfi ca) y adem ás da lugar a mej or es niv el es de 
sensi bi li d ad , graci as a la elim i nación del disol v ent e ant es de la intr o ducción 
de  los anal it os en la col umna [176- 179 ] .  
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En el desarr oll o de los difer ent es mét od os anal ít i cos que se han 
opti mi zad o en est e trab aj o se han util i zado tres config uraciones 
inst rum ent al es : (1) un cromat óg r afo de gase s (GC)  equip ado con un 
inyect or de tem per atur a progr am ad a  (PTV )  y  un espectr óm et ro de masas  
de tipo cu ad r up olo (q - MS); (2) un crom at ógr afo de gases  con inyect or de 
temper at ur a progr am ad a y  det ector de capt ur a elect r óni ca (µ - E CD) y  (3)  un 
crom atóg rafo de gases  equi p ad o con un inyect or  de tem per at ura 
progr am ad a  acopl ad o con  un  sist em a de desorci ón térmi ca (TD S ) y  con  un 
det ect or de masas de  tipo cuadr up ol o ( q - MS ).  
 
1. CROMATÓGRAFO DE GASES CON INYECTOR DE 
TEMPERATURA PROGRAMADA Y ESPECTRÓMETRO DE MASAS 
CUADRUPOLAR 
 
1.1. Cromatógrafo de gases  
E l crom at ógr afo de gases util izado es un Agil ent  6890 equip ad o con una 
col um na capil ar DB - VR X (20 m x 0.18 mm x 1 µm , rango de trabaj o - 10 a 
260 ° C )  de Agil ent  Technol ogi es ( J&W  Sci en t i fic C ol um ns, USA) . Las 
rampas máxim as permi tid as por el equi po son 70 °C /m i n de 45  a 175 °C , 45 
°C /m i n  de 175 a 300 °C  y  35 °C/ mi n de 300 a 450 °C . El gas port ad or 
util izado es heli o N50 (99.999% puro; Air Liqui d ).  
En una de las apl icaci ones descri tas en la mem ori a, e l hor no 
conv enci onal de est e crom atóg rafo de gases se sust i tuy ó por un mód ul o de 
cal ent am i ent o de col um na a cel erad o (MACH TM ) de Ger st el (Li nt hi cum , MD, 
USA). Est e mód ul o se mont a en la par t e ext er i or de la puert a del 
crom atóg rafo. Consi st e en una car casa en cuyo int eri or la col um na 
crom atog ráfi ca est á enr oll ada de form a mucho más com pacta a como se 
dispone habi tualm ent e en un hor no conv enci onal . Alr ed ed or de la col um na 
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est án enr ol l ad os un cab l e de cal ent ami ento aisl ad o y un sensor de 
temper at ur a. Esta disposici ón permi t e que el calor se transm it a de form a 
muy rápi da a la colum na. El hor no pued e progr amar se desd e  tem per at ura 
amb i ent e hasta 400 °C con rampas de cal ent am iento de hasta 1800 °C/mi n. 
El enfr i ami ent o de la col um na par a regr esar a las condi ciones ini cial es 
tambi én se consi g ue de for ma muy rápi da, graci as a un grupo de 
venti l ad or es sit uad os en la part e inferi or de la car casa. 
La tot al id ad de la longitud de la col um na se encuent ra enr ol lad a en el 
int er i or de la car casa, por lo que par a conect ar sus dos ext r em os al inyect or 
y al det ect or es necesari o util izar capi l ar es de síli ce desactiv ada, que se unen 
a lo s extr em os de la col um na medi ant e uni ones de bajo vol um en muer t o. El 
crom atóg rafo de gases conv encional act úa com o int er fase y se progr am a a 
la máxim a tem per at ur a alcanzad a en el MACH TM  con el fin de mant ener los 
capil ar es de conexi ón a alt a tem per atur a y así evi t ar la form aci ón de puntos 
frí os.  
En la figur a 1 se muestr an las fot og rafí as de una col um na sin la car casa 
prot ect or a (a) y con la car casa (b).  
a b
 
Figura 1:  Columna empaquetada sin carcasa (a) y con carcasa (b) 
 
III C on fi g ur a ci ón in s tr ume n ta l   
 _________________________________________________________________________  
7 1  
1.2. Inyector de temperatura programad a 
E l PTV uti li zad o en est a confi g ur aci ón es un model o de Ger st el (CI S- 4; 
Ger st el , Bal ti mor e , MD, USA). Un esquem a del disposit iv o uti li zad o se 













Figura 2:  Inyector PTV CIS 4 de Gerstel 
El cabezal del inyect or util i zad o n o tiene septum, si no que cuent a con un a 
válv ul a de sell ad o que se despl aza  dur ant e la inyección  para perm it ir el 
paso de la jer i ng a.  
El enfri am i ent o del liner se reali za medi ant e una cor r ient e de CO 2  
líqui do, que perm it e a lcanzar la tem per at ura de - 78 °C . El cal ent am i ent o se 
consi g ue a trav és de un hil o de cal efacci ón, que propor ci ona un 











Punta de la jeringa
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cal ent am i ent o s el ecci onada pued e ser desd e 2 °C /s hast a 12 °C /s y perm it e 
util izar dos ram pas de tem per atur as consecuti vas. El cont r ol programad o 
de la tem per at ur a se realiza medi ant e un cont rol ador electr ónico.   
Exi st en dist i nt os mod el os de liners disponi bl es  para ser util izados con 
est e inyect or , tant o vacíos (recto, recto con muesca y zig - zag ) com o  
empaquet ad os con difer ent es mat eri al es de rell eno (Tenax -  TA ® , lana de 
vid ri o, lana de cu ar zo, Car b ot rap B, Car bot rap C o  pol id im et il sil oxano). 
Tod os ell os tienen unas dim ensiones de 71 mm x 2.0 mm.  
 
1.3. Espectrómetro de masas  
E l espect r óm etr o de masas cuad r up ol ar es un HP 5973 N  de Agil ent  
Technol ogi es (Wald br onn, Alem ani a) . La fuente de ioni zaci ón es de 
impact o electr óni co, con un volt aj e de ionizaci ón de 70 eV.  Las 
temper at ur as recom endad as par a la fuent e de ioni z aci ón y el cuadr upol o 
son 230 °C y 150  °C , respect iv am ent e.   
Es posib le  sel ecci onar dos mod os de adqui si ci ón de dat os: S can , en el que 
el det ect or hace un bar rid o de un ampli o int er valo de masas, previ am ent e 
especi fi cad o; y el mod o de seguim ient o de iones sel eccionad os ( selected ion 
monitoring , SIM),  que per mi t e seleccionar los iones car act er í st i cos de las 
especi es de int er és, de mod o que para cad a inter v al o de tiem p o sól o se 
regi st r an unos pocos iones sel ecci onad os.  
La base de datos  util i zada par a la identi fi caci ón de los compuest os es la  
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1.4. Módulos de introducción de las muestras  
 
1.4.1. Generador de espacio de cabeza  
E l gener ad or de espacio de cab eza es un mod el o HP 7694 de Agi l ent 
Technol ogi es (Wald br onn, Alem ani a)  equip ado con un muest r ead or 
aut om át i co par a 44 muestr as consecuti v as .  
El hor no p ued e cal ent ar se desd e 40  °C  hast a 195 °C . Est á for mad o por un 
car rusel cir cul ar de alum i ni o con 6 posi ci ones par a equil ib rar vial es 
sim ul táneam ente. Esto per mi t e que el tiem p o de gener aci ón de espaci o de 
cab eza de las muest ras se pued a superp oner de for m a que el int er v al o de  
tiem p o de  análi si s ent re ell as se red uzca consi der ab lem ente.  
Est e  sist em a de muest r eo const a de los siguient es element os:  una aguj a 
de acero inoxi dabl e con un diám et r o  int er no de 0.5 mm, una válv ul a de sei s 
vías con un bucl e de níquel  de 3 mL de capaci d ad (model o 316- SS)  y dos 
válv ul as sol enoid es (de presuri zaci ón y de pur ga). Tod o el sist em a está 
conect ad o por tub os de níquel y se pued e progr am ar hasta una tem per atur a  
máxim a de 200 °C .  
El gener ador de espacio de cab eza está conect ad o al inyect or de 
temper at ur a progr am ada del crom atóg rafo de gases medi ant e una línea de 
transferencia term ostat ada. Est a línea de transfer enci a es de un mat eri al 
inert e, tiene una longi tud d e 80 cm  y p ued e calent ar se hast a una 
temper at ur a máxim a de 220 °C .  
 
1.4.2. Auto - muestreador CombiPAL  
Ot r o disposi ti v o  para la  int r od ucci ón de muestr as que se ha acopl ado  a  
la config uración PTV - GC - MS es el aut o - m uest read or Comb iPAL  (CTC 
anal yt ics AG, Zwing en, Sui za) . Est e aut o - m uest r ead or apor ta  mayor 
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ver sat il id ad al equi p o , ya que perm it e sel ecci onar dist int as modali dad es de 
int roducción de la muest r a (inyecci ón de muestras líquid as, espacio de 
cab eza est áti co y micr oext r acci ón en fase sóli d a). El disposit iv o cons i st e en 
un brazo muestr ead or aut om áti co al que se pued en  acopl ar diferent es 
mód ulos, en los que va mont ad a la jeri ng a apr op i ad a , en función del tipo de 
int roducción de muestr a que se quier a real i zar . Tam bi én posee  difer ent es 
tipos de band ejas par a los vial es de muest ra adecuad o s  para cad a 
apli caci ón. Además c onsta de un hor no gener ad or de espaci o de cab eza, con 
capaci dad par a sei s vial es , cuya temper at ura pued e  progr am ar se de 35 °C  a 
200 °C . Est e hor no perm it e la agit ación orb it al de las muest ras en un 
int er v al o  de vel ocid ades de 250 a 750 rpm .  
El mód ul o de inyecci ón de espaci o de cab eza permit e util izar jeri ng as de 
diferent es tam años (desde 1.0 mL hast a 5.0 mL) y tiene la posib il id ad de 
sel eccionar difer ent es veloci dad es de inyección de muestr a (des d e 0.01 µL/s 
hast a 250 µL/s). La tem per at ur a de la jer i ng a puede ser progr am ad a en un 
int er v al o  de 35 °C  a 150 °C . Una vez que la inyecci ón de la muestr a tiene 
lugar , la jeri ng a se limpi a con un flujo de hel i o durant e un tiem p o 
predet er mi nad o.  
 
1.5. Esquem a de la configuración  instrumental  
E n la figura 3 se muest r a la config ur aci ón instr ument al for mad a por el 
acopl am i ent o de l generador de espaci o de cab eza est áti co con el inyect or de 
temper at ur a progr am ad a, el crom at ógr afo de gases y el espect róm et ro de 
mas as .  
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Figura 3 :  Configuración instrumental HS- PTV-GC-MS 
E l cont r ol del crom at óg r afo de gases, del PTV y del det ect or , así com o la 
adqui si ci ón de dat os se llev an a cab o medi ant e software esp ecí fi co desd e un 
ord enad or per sonal . El funci onami ent o del gener a dor de espaci o de cab eza 
se progr am a en un cont rolad or ind ep end ient e propio.  
Est a config uración instrum ent al se ha util izado en la apl i cación 
opti mi zad a par a  la det erm i nación de clorofenoles en muest ras acuosas. Las 
condi ci ones exper im ent ales de cada uno d e los mód ulos se especi fi car án en 
dicho capí tul o.  
En la figur a 4 se muest ra una imagen de la  configur aci ón inst r um ent al 
con el MACH TM mont ad o en la part e ext er ior de la puer t a del cromat óg r afo.   
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Figura 4 :  Configuración instrumental HS- PTV-GC-MS con M A C H T M  
El soft war e de contr ol del MACH TM  est á int eg rad o con el del PTV y se 
manej a  desd e el ord enad or .  
Est a confi g ur aci ón inst r um ental se ha uti li zad o  en el desarr ol l o de la 
apli caci ón descri ta par a la det er mi naci ón de ibupr ofeno en muest ras 
acuosas util izando  com o agent e de deri v at ización  met anol en medi o ácid o .  
Por últi mo, e n la figura 5 se muest ra la imagen de la confi g ur aci ón 
inst rum ent al Com bi PAL - GC - PT V - MS.  
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Figura 5:  Configuración instrumental CombiPAL -PTV-GC-MS 
La progr am aci ón del Comb i PAL se hace desd e un cont r ol ad or 
ind ep endi ente propi o, en el que se sel ecciona el tipo de inyección que se va 
a reali zar y se programa un mét od o en el que se especi fi can las cond ici ones 
de las difer ent es vari ab l es impli cadas en la inyecci ón. A cont i nuación se 
progr am a la secuencia de muestr as.  
Est e aut o - m uest r ead or se ha uti li zad o en el desar rol lo de la apl i cación 
descri t a en la det er mi naci ón de ibupr ofeno en muest r as acuosas con una 
reacci ón de deri vati zaci ón en medi o acuoso util i zand o una carb od ii mi da 
com o agent e de cond ensaci ón . Se utili zó oper and o con el mód ulo de 
inyecci ón de espacio de cab eza.  
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2. CROMATÓGRA FO DE GASES CON INYECTOR DE 
TEMPERATURA PROGRAMADA Y DETECTOR DE CAPTURA 
ELECTRÓNICA 
 
2.1. Cromatógrafo de gases  
E l mod el o de crom at óg r afo de gases es un Agi l ent 7890 equi p ad o con 
una colum na capi lar DB - VR X (20 m x 0.18 mm x 1 µm) de Agi l ent 
Technol ogi es ( J&W  Sci ent i fic  Col um n s , USA) . El hor no del crom at ógr afo 
perm it e progr am ar hasta cinco rampas de tem per atur a. Las rampas 
máxim as per mi ti das por el equi p o son 120 ° C /mi n hast a 70 °C , 95 °C /mi n de 
70 a 115 °C , 65 °C /mi n de 115 a  175 °C, 45 °C  de 175 a 300 °C y 35 °C /mi n de 
300 a 400 °C /mi n.  El gas port ador uti li zad o es helio N50 (99.999 % pur o; Air 
Liqui d ).  
 
2.2. Inyector de temperatura programada  
E l mod elo uti li zad o es un PTV 6890 de Agil ent  Technol og i es . Tiene las 
mism as especi fi caci ones técni cas que el PTV de Ger st el , defi nid o en el 
apart ad o ant eri or y puede util izar los mism os liners. La úni ca difer encia es 
que en est e model o el cab ezal del inyect or tiene s eptum, por lo que es más 
simi lar a los inyect or es split/splitless conv enci onal es.  
 
2.3. Detector de captura electrónica  
E l mod el o uti li zad o es un micro- d et ector de capt ura electr ónica (µ - E CD) 
de Agi l ent  Technolog ies (Wald br onn, Alem ani a) , con una fuent e de 
radi a ci ón de Ni - 63. La tem per atur a máxim a perm it id a por la fuent e de 
radi aci ón es de 400 °C . El vol um en de la zona de detección es 10 veces 
menor que la de un det ect or  ECD  conv enci onal . Par a faci li t ar el transp or t e 
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de la muest r a a trav és de la célul a se uti li za una cor ri ent e de gas auxil i ar 
que  se une al eluyent e de la col um na. El flujo de est e gas afect a a la 
sensi bi li d ad del det ect or y a la resol ución del crom atog rama. Los val or es 
hab it ual es de fluj o de gas auxil i ar osci lan ent r e 20- 60 mL/mi n. El gas 
util izado  es nit róg eno (99.999 %; Air Liquid ). La vel oci d ad de paso de los  
anali t os a trav és de la zona de det ección es superior a la que se alcanza en 
los ECD conv enci onal es, lo que reduce el tiem po de resid enci a de los 
anali t os en la cél ul a. Otr o aspect o nov ed oso  del det ect or µ - E CD es la 
disposi ci ón de ánodo  (ánod o escond id o) , que está sit uad o de tal maner a 
que la prob ab il id ad de que los cont ami nant es lleguen hast a él  es mínim a .  
Est as car acterí st icas del det ect or se trad uce n en una mayor sensib il id ad a la 
vez que dismi nuy en las posi bi li dad es  de cont ami naci ón de la cel d a.  
 
2.4. Sistema de inyección de muestras líquidas  
E l mod el o uti li zad o es un Agi l ent 7683. La tor r e del inyect or conti ene 
una jeri nga , cuyo tam año pued e vari ar  de sde  5 hasta  100 µL.  Para la jer ing a 
de  10 µL (la uti li zad a en la apli caci ón descr it a en la present e mem or i a) es 
posib l e  sel ecci onar tres  vel oci d ad es para el émb olo de la jeri ng a: baja (5 
µL/s), alt a (100 µL/s)  o vari abl e (ent r e 0.03 y 100 µL/s) .  
 
2.5. Esquema de la c onfiguración instrumental  
E n la figur a  6 se muest r a una fot ogr afí a de est a confi g ur aci ón 
inst rum ent al .  Se ha uti li zad o en el desar r oll o de las apli caci ones descr it as en 
la det ermi naci ón de compuest os vol át il es hal og enad os en suelos uti li zand o 
com o técni ca de ext r a cci ón una ver si ón mod i ficada del prot ocolo 
QuE ChE R S .  
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Figura 6 :  Configuración instrumental PTV -GC-ECD 
E l cont r ol de tod os los mód ul os que componen la confi g ur aci ón 
inst rum ent al se reali za med i ant e software  especí fi co desd e el ordenador . La 
adqui s i ci ón y manip ulación de los dat os tamb i én se reali za en el ord enad or.  
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3. CROMATÓGRAFO DE GASES ACOPLADO A UN INYECTOR DE 
TEMPERATURA PROGRAMADA Y A UN  SISTEMA DE DESORCIÓN 
TÉRMIC A  CON UN ESPECTRÓMETRO DE MASAS CUADRUPOLAR 
 
3.1. Cromatógrafo de gases  
E l mod el o de crom at ógr afo de gases es un Agil ent 6890, equip ad o con 
una col um na capi l ar HP - 5MS (30 m x 250 µm x 0.25 µm) de Agil ent 
Technol ogi es (J&W Sci enti fi c Col um ns, Wal db r onn, Alem ania ). Las rampas 
de tem perat ur a per mi tid as son las mismas que las ant er i o r ment e 
especi fi cad as para el mism o crom at ógr afo, 70 °C/m i n de 45 a 175 °C, 45 
°C/m i n de 175 a 300 °C y 35 °C/mi n de 300 a 450 °C. El gas port ad or 
util izado es heli o N50 (99.999% puro; Air Liqui d ).  
 
3.2. Inyector de temperatura programada  
E l PTV util i zad o e n est a confi g ur aci ón es un model o de Ger st el (CI S- 4; 
Ger st el , Lint hi cum, MD, USA). En la secci ón 1.2. se encuentr an las 
especi fi caci ones de est e disposi tiv o.  
 
3.3. Espectró metro de masas  
E l espect r óm et r o de masas cuad rup ol ar es un HP 5973 N de Agi lent 
Tec hnol ogi es (Wald br onn, Alem ani a). Las car act erí st icas del mism o se 
encuentr an en el apart ad o 1.3.  
 
3.4. Sistema de desorción térmica  
Como sist em a de inyecci ón d e muest ras se uti li zó un sist em a  de 
desor ci ón t érm i ca (TDS) de Ger st el ( Mül heim an der Ruhr , Alem ani a ). Est e 
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mód ulo  const a de una band ej a dond e se pued en col oc ar hast a un tot al de 20 
tubos , un hor no de termod esorci ón y un capil ar de transfer enci a uni do al 
inyect or de temper at ur a programad a.  
E st a unid ad  se uti li za par a la desor ción de los anali t os de un sól id o 
adsorb ent e  (lana de vid rio, Tenax - T A, etc) , de una barr a agit ador a ( Twister) , 
o bien dir ect am ente de una muest ra sól id a o muest r a viscosa que se ha 
int roducid o prev iam ent e en un tub o de desor ci ón térmi ca. Los tub o s son  
introducid os en el hor no  p or med io d e  un  un brazo aut om át ico y lo s 
anali t os son som et id os  a tem per atur as y fluj o de desor ci ón  elev ad os , de tal 
maner a que son transfer id os , a trav és de la lí nea de transfer enci a,  al 
inyect or de tem per at ura progr am ad a, que act úa com o sist em a  de 
cri ofo cali zaci ón.  La  ram pa máxim a permi ti d a por el hor no del TDS es  de 12 
° C/s hast a una temper atur a máxim a de 400 ° C. De la misma manera, la 
temper at ur a máxim a perm it id a por la l í nea de transfer enci a es de 350 ° C.  
Una vez que ha finali zado la desor ci ón de los anal it os, el PTV se cal i ent a 
rápi d am ent e y comi enza la transfer enci a de los anal it os a la col um na 
crom atog ráfi ca. En la figur a  7 se muest ra de form a más det all ada est a 
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3.5. Esquema de la c onfiguración instrumental  
E n la figura 8 se muest r a una fot ogr afía del equi p o instr um ent al 
util izado.  
Figura 8 :  Configuración instrumental TDS- PTV-GC-MS 
E l cont r ol de tod os los mód ul os que componen la confi g ur aci ón 
inst rum ent al se r eali za med i ant e software  especí fi co desd e el ordenador . La 
adqui si ci ón y manip ulación de los dat os tamb i én se reali za en el ord enad or.  
Est a confi g ur aci ón inst rum ental se ha util i zad o para la det ermi naci ón de 
par ab enos, tricl osán y met il  t ri cl osá n en muestr as acuosas y sóli d as con la 
util ización de una deri vat i zación in situ  y poster i or extr acci ón de los 
anali t os med iant e  adsor ción en  bar ra agi tad or a.  
  
IV 
UTILIZACIÓN DE UN INYECTOR DE 
TEMPERATURA PROGRAMADA Y DE UNA 
REACCIÓN DE DERIVATIZACIÓN IN SITU  
PARA EL AUMENTO DE LA SENSIBILIDAD EN 
EL ANÁLISIS POR HS. DETERMINACIÓN DE 
CLOROFENOLES EN MUESTRAS ACUOSAS 
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1. INTRODUCCIÓN  
L a util izaci ón de  la  gener ación de espacio de cab eza  (HS)  resuelv e 
muchos probl emas anal ít i cos, minimi zand o la etapa de tratami ento de 
muestr a. Sin emb ar g o, en muchos casos, los lími t es de det ecci ón alcanzad os 
son insufi ci entes para la det ección y cuant i fi caci ón de los anali t os de int er és 
[1]. Est o signi fica que, hab it ualm ent e , es necesar ia la uti li zaci ón de una 
etapa de preconcent r aci ón prev ia al anál i si s inst r um ental . Ent r e las técnicas 
util izadas con est e obj et iv o se incl uyen la micr oext r acc i ón en fase sóli da 
(SPME ) y la micr oextr acción en got a de disol v ent e, en la mod al id ad espacio 
de cab eza (HS- SDME ). Ambas técni cas impli can la transfer enci a de los 
anali t os en una  micr ofibr a o en una  micr ogot a desd e el generad or de 
espacio de cabeza hast a el puert o de inyecci ón del cromat óg r afo [2].  
La util izaci ón de un inyect or de tem per at ur a progr amad a (PTV ) ofr ece 
una alt er nati va par a aum entar la sensi bi lid ad cuand o se trabaja con HS 
[3,4]. Dur ant e el tiemp o que dur a la transfer encia del espaci o de ca b eza al 
sist em a cromat og r áfi co, los anali t os (dil uid os en un volum en de 3 – 5 mL) 
son focal izados térm i cament e en el liner  del inyect or . La posteri or apl icaci ón 
de una ram pa de temper at ur a rápid a per mi te la transfer enci a de los anali tos 
a la col um na en un tiem po cort o, consi g ui éndose un est r echam i ent o de los 
picos crom atog ráfi cos [5]. Adi cional m ent e, la uti li zaci ón del modo de 
inyecci ón solvent- vent perm it id o por est e tipo de inyect or es perm it e que, con 
una elección adecuad a de la tem perat ur a del liner, del  fl uj o y del tiem po de 
vent eo, sean  elimi nad os  l os  com puest os  mayor it arios  más vol áti l es que los 
anali t os de int er és, y que pued en prod uci r saturaci ón en el detect or o 
sob r ecar ga de la colum na crom atog ráfi ca [6].  
El inyector de temper atur a programad a, al i gual que los inyect or es 
conv enci onal es, per mi t e la util i zación de difer ent es tipos de liners , tant o 
vací o s, como empaquetad os con difer ent es mat er i al es, lo que permi t e 
mod i ficar la sel ect iv id ad del proceso [7,8].  
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Además, la form aci ón de com puest os deri v ad o s más vol át il es es una 
práct i ca hab it ual cuand o se trab aja en cromat og r afí a de gases, y pued e ser 
util izada tamb ién com o un paso previ o al análi sis por HS [5]. Es posib l e 
util izar el propio vial de HS par a llev ar a cab o reacci ones de deri v at izaci ón, 
tant o met il aci ones, com o est er i ficaci ones, tr ansest eri fi caciones, 
acet il a ci ones, etc.  
Con la uti li zaci ón de este tipo de reacciones, en las cual es se gener an 
deri v ad os más vol át il es que los anal it os ori gi nales, se pued e ampli ar el 
rango de com puest os que pued en ser anali zad os por HS  incluy end o  a 
aquell os que, en pri nci pi o, no pod rí an ser lo, com o consecuenci a de su baj a 
volati li d ad .  
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2. OBJETIVO  
E l objeti v o del present e trab aj o es comb i nar las vent aj as de la util i zación 
de reacci ones de deri vatizaci ón par a ampli a r el rango de compuest os que 
pued en ser anali zad os con la técnica de HS, con los benefi ci os obt enid os al 
util izar un inyect or de tem per atur a programad a, que permi t e aum entar la 
sensi bi li d ad  de la técni ca .  
Se escog i er on cuat ro analit os prueb a, 2- cl or ofenol (2CP), 2,4- d icl or ofenol 
(24DCP), 4- clor o - 3- m etil fenol (4C3MP) y 2,4,6- tr icl or ofenol (246T CP). Todos 
ell os son com puest os sem i - v oláti l es y pol ares, no muy adecuados par a ser 
anali zad os por HS ,  y a que  tiend en a dar picos con col as si no se der iv ati zan 
de for ma previ a a su análi si s crom at ogr áfi co, con lo que se com pr om et e la 
separ aci ón cromat og r áfi ca, la int eg r aci ón de los picos y la fiab ili d ad del 
métod o.  
En est e trabajo se propone un mét odo rápi d o y sensibl e par a la 
det er mi naci ón de est os com puest os en mues t r as acuosas, util i zando una 
reacci ón de acet il aci ón con anhí dr id o acéti co. Se selecci onó est a reacci ón en 
lugar de una reacción de sili l aci ón [9,10] o meti l ación [11,12], ya que pued e 
llev ar se a cab o en med io acuoso [13- 15].  
Los clorofenol es elegid os se encuent r an dent ro de los denom i nad os 
cont am inant es emer g entes en aguas, de acuerd o con la Agenci a de 
Prot ecci ón Medi oam bi ental de Est ados Uni dos (EPA) [16] y la Organi zaci ón 
Mundi al de la Sal ud (WHO) [17],  fijando, est a últi ma, un niv el  máxim o 
perm it id o p ar a la concentr ación de 2,4,6- t ri clor ofenol  en aguas pot abl es de 
200 µg /L . La dir ecti v a de la Uni ón Europ ea 80/778/E C  est ab l ece una 
concentr aci ón máxim a per mi ti da para la concentr aci ón tot al de fenol es en 
aguas pot ab l es de 0.5 µg/L . La concentr aci ón de for m a indi vi d ual no puede 
super ar 0.1 µg/L .  
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3. PARTE EXPERIMENTAL  
 
3.1. Disoluciones estándar y muestras  
L os clor ofenol es util i zados en est e est ud io  (2CP, 24DCP, 4C3MP y 
246TCP), fueron sumi ni str ad os por Sigm a - Al dr i ch (St ei nheim , Alem ani a ).  
El met anol fue su mi ni st r ad o por Mer ck (Dar mst adt , Alem ani a), y el 
anhí dr id o acéti co y el clor ur o sód ico por Schar lau (Bar cel ona, España). Se 
prepar ar on disol uciones patr ón de cad a uno de los com puest os (500 mg/L 
en met anol ) que se alm acenar on a una temper at ur a de 4 ° C. Est as 
disol uci ones se uti li zar on para dopar las muest ras de agua a las difer ent es 
concentr aci ones anali zad as. La opt imi zaci ón del mét od o se llev o a cab o con 
agua ultr apur a.  
El métod o propuest o se util izó par a la det ermi naci ón de  los anali tos 
obj et o de est udi o  en muest r as dopadas de agua de gri fo (Sal am anca, 
España), agua de río (Rí o Tor m es, Sal am anca, España) y agua de mar 
(Sant and er , España).  
 
3.2. Reacción de derivatización  
E n un vial de 20 mL de HS se añad en 2.5 g de NaCl . A conti nuaci ón  se 
añad en los difer ent es react iv os (volum en tot al de líquid o, 5 mL) en el 
sigui ent e orden: en prim er lugar , una disol ución acuosa de hidr og eno 
car bonato potási co 0.4 M; a cont i nuación 50 µL de una disol uci ón  de los 
compuest os  en met anol , y, finalm ent e, 100 µL de anhí dr id o ac ét i co como 
agent e de deri vati zaci ón. El vial se cier r a herm éti cam ent e con un tapón que 
posee un septum  d e tefl ón recubi er t o de sili cona  y la mezcl a se agi t a durant e 
1 min con un Vort ex.  A cont i nuaci ón  el vial se vuelv e a abri r, par a elimi nar 
el CO 2  gener a do durant e la reacción. Finalm ent e, el vial vuel v e a cerr ar se, y 
se proced e a su anál i si s inst r um ental .  
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3.3. Medida instrumental HS - PTV- GC- MS 
 
3.3.1. Generador de espacio de cabeza  
E l muest r eo med i ant e gener aci ón de espaci o de cab eza se l lev ó a cab o 
con el  muestr ead or mod el o A 7694 , de Agi l ent Technol og i es (Wald br onn, 
Alemani a ).  El sist ema de muestr eo const a de los sigui ent es elem entos: una 
aguja de acero inoxid abl e, una válv ul a de sei s vías mod elo 316- SS con un 
bucl e de níquel (mant enid a a una tem per at ur a de 120 ° C) y dos vál v ul as 
sol enoi d es (de presur izaci ón y de purga). Las cond i ci ones exper im ent ales 
del HS fuer on las sigui ent es: tem per atur a del hor no, 90 ° C; tiem p o de 
equi li br ad o, 30 min; tiemp o entr e muest ras, 12 min; agit ación de la muestr a 
a la vel oci d ad máxi ma per mi ti da por el sist em a; tiemp o de presur izaci ón 
del vial , 0.30 min; presi ón del vial , 12.5 psi ; tiem p o de llenad o del bucl e, 0.15 
min; tiem po de equi li br ado del bucle, 0.02 min; tiem p o de inyección, 1 min. 
El HS se acopl ó con un PTV a trav és de una línea term ostat ad a de níquel , 
que se mant uvo a una tem per atur a de 125 ° C. Com o gas port ador se util i zó 
hel i o N50 (gr ad o de pur eza del 99.999 %; Air Liqui de).  
 
3.3.2. Inyector de temperatura programada  
Todos los experi m ent os se llev ar on a cab o con un inyect or de 
temper at ur a progr am ad a, PTV (CI S - 4, Ger st el , Bal ti mor e, MD, USA). Se 
util izar on tres tipos de liners : uno vací o  en zigzag y dos empaquet ados con 
diferent es tipos de rel l enos, lana de vidr i o y Tenax - T A. En el mét odo 
opti mi zad o, el mod o de inyecc i ón util i zad o fue solvent -vent con un liner  
vací o  en zigzag. El enfr iami ent o del inyect or se consi g ue util i zand o CO 2  
líqui do.  
En el modo de inyecci ón solvent-vent, el espaci o de cabeza fue  
int roducid o en el inyect or frio (10 ° C). El tiem p o de pur ga se fij ó  en 1.65 
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mi n. La temperat ur a inici al del liner se mant uv o dur ant e 1.70 min, com o 
mecani sm o de segurid ad par a que la ram pa de ca l ent ami ento del PTV no 
com enzar a ant es de que la válv ul a de desecho est uv i er a cerr ada. El flujo de 
gas port ador que cir cul a b a  por  la vál vul a de split  durant e el tiem po de 
pur ga  se fij ó en 50 mL/min. Con est e fluj o de pur ga, la p resi ón en cab eza de 
col um na era de  5 psi .  
Una vez que la etapa de pur ga final izó , la vál vul a de split  se cer r ó  y el 
liner se cal ent ó  rápid ament e a una vel oci dad de 12 ° C/s hast a 250 ° C, 
prod uci énd ose la transferenci a de los anali t os a la col um na crom at ogr áfi ca. 
Transcur ri do un tiem p o, sufi ci ent e p ar a que tod os los anal it os pasar an  a la 
col um na (1 min), la válvul a de split  volvi ó  a abrir se y la tem per at ura del 
liner se mant uv o  a 250 ° C dur ant e 8 min con un flujo de heli o de 20 mL/mi n , 
com o mecani sm o de limpi eza . En la figur a 1 se muest r a un esquema de las 






































Figura 1:  Secuencia de eventos en el modo de inyección solvent -vent 
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3.3.3. Cromatografía de gases rápida  
E l crom at ógr afo de gases uti li zad o fue un Agi l ent 6890 equi p ad o con 
un a colum na capi lar de baj a pol ar id ad DB - V RX (20 m x 0.18 mm x 1 µm, 
rango de trab aj o - 10 – 260 ° C) de J&W Scienti fi c (Fol som, CA,  USA). Com o 
gas port ad or se utili zó hel i o N50 (99.999 % pur eza; Air Liqui d e) . Las 
dim ensiones de la colum na, junt o con el cont r ol del fluj o y de las rampas de 
temper at ur a en el hor no p erm it i er on  que la separ aci ón se prod u j er a  dent r o 
de lo  que se conoce com o crom atog rafí a de gases rápi da.  
El progr am a de tem per atur as del hor no (que com enzab a  
sim ul táneam ente con la inyección en el PTV ) impl i ca b a  una temper at ura 
ini ci al de 60 ° C dur ant e 0.80 min, esta temper at ur a se incr ement ó hasta 150 
° C a una vel ocid ad de 70  ° C/mi n, incr em entándose post er i orm ent e hast a 
240 ° C a una vel oci d ad de 50 ° C/mi n y  mant eni énd ose durant e 0.91 min. 
Las rampas de temper atur a sel ecci onad as fuer on  las máxim as permi ti das 
por la confi g ur ación inst rum ent al uti li zad a. El tiem p o total del 
crom a tog rama fue de  4.8 min.  
 
3.3.4. Espectrometría de masas  
El det ect or util izad o fue un espect r óm etr o de masas de tipo cuadr up olar 
(HP 5973).  Se trab aj ó en la mod al id ad de impacto elect r óni co (vol taj e de 
ionizaci ón, 70 eV; temper at ur a de la fuent e de ioni zac i ón, 230 ° C, y del 
cuadr up ol o, 150 ° C). El filam ent o se mant uv o apagad o hast a el minut o 1.80 
del anál i si s crom atog ráfi co, par a prot eg erl o de la llegad a de disol v ent e. En 
el mod o de adqui sici ón de datos scan se regi st r ar on las relaciones m/z 
(masa/car g a)  en tr e 25 y 350 uma,  la vel oci dad de regi str o se fij ó en 4.32 
ciclos/seg und o y se sel ecci onó un valor umbr al de abund anci a de 0.  Est e 
mod o de adqui si ci ón se util i zó  para llev ar a cabo los difer ent es estudi os de 
opti mi zaci ón . La identifi cación de  los compuest os  se real izó por 
compar aci ón de l  espect r o exper im ent al con e l corresp ondi ent e a la base de 
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dat os NIST´98 (NI ST /E PA/NI H Mass Spect r al Lib r ar y , ver sión 1.6). En el 
mod o de adqui si ci ón SIM, se sel eccionar on tres grupos. El prim er o de ell os 
(1.80 –  2.90 min) contení a las relaciones m/z más abund ant es par a el 
deri v ad o aceti lad o del 2 - cl orofenol (2CPA), m/z 43, 128 y 130. El segund o 
grupo (2.90 – 4.30 min)  cont ení a las m/z más abundant es par a los deri v ad os 
acet il ad os del 2,4- di clor ofenol y 4- cl or o - 3- m eti l fenol (24DCPA y 4C3MPA), 
m/z 43, 107, 142, 162 y 164. El tercer grupo (4.30 – 4.80 min) cont ení a las m/z 
más abund ant es para el der iv ado aceti l ad o del 2,4,6- tr i cl or ofenol 
(246T CPA), m/z 43, 196 y 198. La adqui si ci ón de señal es par a cada ion se 
reali zó c on un tie mp o de perm anenci a de 1 0 ms.  El núm er o de punt os por 
segund o  anali zad os en cad a grupo fue  57, par a el prim er y ter cer grupo, y 
67 para el segund o grupo. En la tab la 1 se muestr an los iones de 
cuanti fi caci ón y confi rm aci ón par a cada com puest o en part icular .  
Tabla 1:  Iones de cuantificación y confirmación para cada compuesto 
 Compuesto 




128 142 162 196 
Iones de 
confirmación 
43, 130 43, 107 43, 164 43, 198 
 
3.3.5. Análisis de datos  
L a recogi d a de los da t os cromat og r áfi cos se real i zó con el soft war e 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
4.1. Variables relacionadas con la generación de espacio de cabeza  
Com o ya se det all ó más especí fi cam ent e  en la int roducción de est a 
mem ori a, en la secci ón 1.1.1. “ Fund am ent o teór i co del anál i si s por 
gener aci ón de espaci o de cab eza ”, la concent raci ón de anal it o en la fase 







dond e C 0  es la concentraci ón ini ci al de anali to, K es la const ant e de 
equi li br io o coefici ent e de par ti ci ón, y β  es el coci ent e ent re el vol um en de 
fase gaseosa y el vol um en de fase cond ensad a [5]. El val or de C g  pued e 
vari ar se modi fi cand o tanto K com o  β.  
El val or  de β pued e modifi car se de form a senci ll a vari and o el volum en 
de muest ra o el tam año del vial uti li zad o. En est e trab aj o  se util i zar on vial es 
de 20 mL, para facil it ar la mezcl a y agit aci ón de lo s reactiv os de 
deri v at izaci ón con  el Vor tex. Se ha de tener es peci al cui d ad o par a prev eni r 
sal pi cad ur as en el tapón de los vial es, que pued en prov ocar la consi g ui ent e 
cont am inación de la aguja del HS al per for ar el septum . Mant eni end o el 
volum en del vial const ante, p ar a aum ent ar el val or de C g , el valor de β debe 
red uci r se, y, por lo tant o, el vol um en de la fase cond ensada deb e aum ent ar . 
Sin emb arg o, para  volúm enes superi or es  a  10 mL (β = 1), se observó el 
p r ob l em a  de posib l e cont am i naci ón  arr ib a me nci onad o. Finalm ent e, se 
tomó como volumen de trabajo 5 mL (β = 3). La dism i nución de señal 
producida respecto a trabajar con β = 1 variaba entre el 42 % para el acetato 
d e 2 - clor ofeni lo y el 25 % para el acet ato de 2,4,6- tr i cl or ofenil o, un 
inconv eni ent e asumi bl e par a evit ar la contami naci ón del sist em a.  
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El val or de K , defi n i d o com o el coci ent e ent r e la concent raci ón de anal it o 
en la fase cond ensad a y la fase gaseosa una vez alcanzado el equil ib ri o, 
depend e de la presi ón par ci al  de vapor  ( 0ip ) y del coefi ci ent e de act ivi d ad 







Este par ám etr o pued e modi fi car se var i and o la tem per at ura de 
equi li br ad o o la fuer za ióni ca del med i o.  
Com o tem per at ur a de equi li br ad o se sel eccionó 90 ° C, un valor 
adecuad o cuand o se trab aj a con muest ras  acuosas.  
La  vari aci ón del coefi ci ent e de acti vid ad ( iγ ) , que descr ib e las 
int er acci ones int erm ol ecul ar es ent r e el solut o y el disol v ent e, se estudi ó 
mod i ficando la mat ri z de la muest r a. El obj etiv o final era  red uci r el val or de 
K  aument and o el val or del coefi ci ent e de activ idad . Un val or de K  bajo 
indi ca una red ucci ón de la sol ub il id ad del anali to en la fase cond ensada, lo 
que se trad uce en un aum ento de la concent r aci ón en la fase gaseosa. En el 
caso de muest r as acuosas y anali tos pol ar es, est o s e consi g ue añad i end o 
grand es cant id ad es de un electr ol it o al medi o ( salting-out).  
Se com par ar on las señal es obtenid as cuand o no se añad í a ningún 
electr ol it o al medi o y cuand o se trab aj ab a con NaCl en condi ci ones de 
s ob r e sat ur ación (2.5 g en 5 mL de muest r a). Se obser v ó un incr em ento en la 
señal anal ít i ca en el segund o caso, que iba desd e 4.4 veces para el 246TCPA 
hast a 5.7 veces par a el 4C3MPA.  
Final ment e, se est udi ó la infl uenci a de la agi t aci ón de los vial es dur ant e 
el tiem po de equil ib r ado, con obj et o d e facil it ar la transfer enci a de las 
especi es vol át il es al espacio de cab eza. Se compararon las señal es cuand o no 
se agi taban y cuand o sí se agit aban los vial es, obser v ánd ose un incr em ent o 
en los val or es de señal  anal ít ica  en el segund o caso, ent r e el 27 % para el 
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246T CPA y el 58 % para el 24DCPA, por lo que se sel ecci onó la agi t aci ón en 
las cond ici ones ópt im as de trab aj o .  
 
4.2. Reacción de derivatización  
La acet il aci ón de com puest os fenóli cos es una reacci ón ampli am ent e 
util izada par a la det erm inaci ón  de lo s mismos en difer ent es matr i ces [13 -
15]. 
Las vari ab l es estudi adas en est a secci ón fuer on el tipo de med i o bási co 
util izado, concent ración del mism o y vol um en  de agent e deri vati zant e y de 
metanol . Se probar on dos medi os bási cos diferent es, un tam pón 
K 2 CO 3 /K HCO 3  0.1 M y una disol uci ón  de  KHCO 3  0.4 M, con  resul tad os 
anál og os. Esto indi ca b a  que un pH superi or a 8.4 era  sufi ci ent e par a que l a 
propor ci ón de iones fenóxi d o fuera  alta, y tuv i er a  lugar así la reacci ón. Se 
observ ó que, al aum ent ar la concentr aci ón de  tampón (hast a 0.4 M) la señal 
se los compuest os der iv at i zad os dismi nuía. Est o se debí a  a que, en est e 
caso, el pH del med io, una vez transcur rid a la reacci ón, era dem asi ado 
bási co par a asegur ar la est abi li dad de los é st eres for m ad os, que llegab an  a 
hidr ol i zar se [19]. Se decidi ó trab ajar con una disol uci ón  de  KHCO 3  0.4 M.  
Respect o a la cant id ad  de anhí dr id o acéti co, se añadi eron diferent es 
volúm enes , ent r e 20 y 100 µL. Los mej or es resul t ados se obt uv i er on con 100 
µL, por lo que se sel eccionó é st e com o val or  ópt im o.  
Final ment e, se estudi ó la influencia de la adi ci ón de difer ent es  
volúm enes de metanol, ya que era  el disol vent e en el que est ab an  
cont eni d os los anali t os, y es  vol át il . El int er v al o  estud iad o fue entr e 10 y 50 
µL, mant eni end o el volum en de muestr a  constant e. No se observ aron 
camb ios en la señal anal ít ica, por lo que se sel ecci onó trab aj ar con 50 µL.  
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4.3. PTV - GC- MS 
 
4.3.1. Optimización del inyector de temperatura programada  
Hast a est e moment o, todos los estudi os se reali zaron  uti li zand o un liner  
r ell eno con lana de vidri o. Sin emb arg o, a la hor a de llev ar a cab o la 
opti mi zaci ón de la inyecci ón solvent- vent, uno de los par ám etr os que se 
tomó en consid eraci ón fue el tipo de liner  util izad o. Se com par ar on las 
señal es analí ti cas generadas por tres tipo s de liners: uno vací o en zigzag , y 
dos empaquet ados con difer ent es mat er i al es de relleno, lana de vid ri o y un 
adsorb ent e quími co (Tenax - T A). Est e est udi o se reali zó en comb i naci ón con 
la opti mi zaci ón de la temper at ura ini ci al (o tem perat ura de atr apami ent o) 
en el PTV . Los val or es estud iad os fuer on 0, 10, 35, 60 y 90 ° C.  
Com o se muest r a en la figur a 2, para el caso del liner  vací o, a medi d a que 
se aum ent ó la temperatur a, se prod uj o una dism i nuci ón de la señal , 
indi cand o que la ret ención de los anal it os no e ra  sufi ci ent e, y que se 
elim inaban  a trav és de la válv ul a de split. Respect o al liner de lana de vid ri o, 
el com por t ami ento observ ado fue  sim il ar par a el caso del acetat o de 2-
cl orofenil o, y liger am ent e difer ent e par a el rest o de los anali t os en estudi o, 
lo s cual es eran ret eni d os en el liner  a 0 y 10 ° C, pero se eli mi nab an  a 
temper at ur as mayor es. Par a el liner  de Tenax - T A, el com port am i ent o era 
tot alm ent e difer ent e a los ant er iorm ente descri tos. A med id a que se 
aum ent ó  la temperat ur a, tambi én aum ent ó  la seña l, hast a un det erm i nad o 
valor , a par ti r del cual perm anec í a  const ant e. Una posi bl e expli caci ón pued e 
ser que est e tipo de liner  ret en í a  excesi v am ent e los anali t os a baj as 
temper at ur as, obst aculi zand o su post eri or desor ci ón a la tem per at ura 
máxim a de trab aj o sel eccionad a (250 ° C).  
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Figura 2: Comparación de las señales obtenidas para cada compuesto con los diferentes 
liners y temperaturas estudiadas. Cada barra representa el valor medio de 3 medidas y 
las barras de error desviaciones estándar  
A la vista de l os result ad os obt eni dos, los val or es ópt im os para cad a uno 
de los liners estud iad os fuer on 10 ° C para el liner v acío  y el de lana de 
vid ri o, y 90 ° C para el liner d e Tenax.  
Par a el caso del 2CPA, se obt end rí an mej ores resul t ad os sel ecci onando 
una temper at u ra de trab ajo de 0 ° C (par a el liner   vací o  y de lana de vid r i o); 
sin embarg o, se sel eccionó  10 ° C par a evi t ar un uso excesi v o de CO 2  al  
enfr i ar el PTV  y para reduci r el tiem po de análi si s ent r e muest r as, ya que el 
tiem p o necesari o par a est abi li zar el PTV a la tem per atur a sel ecci o nad a 
aum ent a drást i cament e cuant o menor sea ést a.  
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Se real izó un estudi o de repr od uci bi li dad par a cada liner  a la 
temper at ur a ópt im a sel ecci onad a. En la tab la 2 se muestr an las desvi aci ones 
est ándar rel at iv as obt enidas (%), resul tad o de tres répl icas en cad a caso.  
Tabla 2:  Desviaciones estándar relativas (%) para cada liner, a la temperatura ó ptima 
seleccionada en cada caso 
T (° C) Liner 2CPA 4C3MPA 24DCPA 246TCPA 
10 Lana de vidrio 8.8 11.2 11.4 9.6 
10 Vacío en zigzag 6.3 4.2 3.7 5.5 
90 Tenax-TA 33.1 46.9 33.7 30.0 
 
Se obser vó que, en el caso del liner  de Tenax - T A, la irr epr oducib ili d ad 
era excepci onalm ent e alt a.  
Adi ci onalm ent e, se observ ó que al real izar inyecciones sucesi vas con el 
mism o liner de Tenax - T A, apar ecían señal es crom at ogr áfi ca s 
cor r esp ond i ent es a los anal it os sin deriv ati zar , cuya int ensid ad era var iabl e. 
Est o pod rí a ocur ri r si los anali t os der iv at i zad os, al llegar al PTV , 
int er acc i onar an con el rel leno del liner, prod u ci éndose la ruptur a del enl ace 
é st er .   En la fig ur a 3 se com par an  los crom at o gr amas obt eni dos con un liner  
vací o (a) y un liner  de  Tenax - T A  (b) , tres  répli cas en cad a caso. Con el liner  
vací o , no se obser vaban  señal es de los compuest os sin deri vati zar, y la 
reprod ucib il id ad de las med id as era buena.  
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Figura 3:  Comparación de los cromat ogramas obtenidos con un liner vacío en 
zigzag (a) y un liner de Tenax-TA (b), a las temperaturas óptimas de trabajo, 10 y 90 
° C, respectivamente (3 réplicas)  
Par a descar tar la posib il id ad de que lo que se est uv i er a ext ray e nd o del 
vial de HS fuer an dir ectam ent e los com puest os sin deri v at izar , se reali zar on 
dos extr acci ones  en paral elo. En la figur a 4 se compar an las señal es 
obt enid as  cuando se ext r a í an  los com puest os sin der iv ati zar y en 
condi ci ones ópt im as de transfer encia al espaci o de cab eza (med i o ácid o, pH 
3, ajust ado con áci d o fosfór i co) con las señales de los anal it os no 
deri v at izados que apar ec í an  en los cromat og r am as cuand o el proceso de 
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Figura 4:  Comparación de las señales obtenid as cuando se extraían directamente los 
compuestos en medio ácido (línea de color rojo) y cuando sí tenía lugar la reacción de 
derivatización (línea de color azul)  
Se pued e observ ar que  la señal gener ad a cuand o sí tení a lugar la 
reacci ón de der iv at i zación era mucho mayor que la que se obt ení a al extr aer 
los compuest os dir ect am ent e en med io áci do, efecto especi al m ent e not or i o 
par a el 4- clor o - 3- m et il fenol y el 2,4,6- t ri cl or ofenol . Est e com por t ami ento 
cond uce a la confir mación de que lo que se ext r a í a  del vial  eran  los 
compuest os deri v at izad os. La post er i or int er acción de los mismos co n el 
rell eno de Tenax - T A prod ucía  la rupt ura de los enl aces  é st er, llegand o a  la  
col um na y al det ector los compuest os sin deri vati zar .  
En la bib li ogr afía  no exi st en refer enci as ac erca de est e tipo de 
int er acci ones cuand o se util izan Tenax - T A com o materi al de rell eno par a 
los liners. Sin emb ar g o, se ha descri to prev iament e que est e pol ím er o pued e 
presentar react iv id ad con compuestos adsorb id os en su super fi ci e [20,21] 
( cuand o se tra b aj a en anál i si s de aire por enri quecim i ent o por adsor ción y 
post er i or desor ci ón tér mica). Adem ás, se ha propuest o un mét od o para la 
det er mi naci ón de ácid o tri cl or oacéti co en agua [22], en el cual se uti li za la 
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descarb oxi l aci ón del mism o a cloroform o en el propi o liner de Tenax - T A  en 
el PTV .  
En consecuenci a, la sel ecci ón del liner más apr opi ad o para el anál i si s se 
cent r ó  ent r e el liner  de lana de vidr i o  y  el  vacío . Se sel ecci onó est e últ im o ya  
que las rel aci ones señal - rui do eran mej ores (tabl a 3). La opt im i zaci ón de las 
vari ab l es de la reacci ón  de deriv ati zaci ón se repit ió  de nuev o con est e liner , 
obt eni énd ose result ados anál ogos.  
Tabla 3:  Relaciones señal -ruido para el liner de lana de vidrio y el vacío, a una 
temperatura inicial de trabajo de 10 ° C 
Liner 2CPA 4C3MPA 24DCPA 246TCPA 
Lana de vidrio 5520 3688 5837 1521 
Vacío en zigzag 9005 11161 8452 2347 
 
Una vez sel eccionad o el liner  y la tem per atur a de atr ap am i ent o , se 
proced ió a la opt imi zación de otr a ser i e de variab l es ,  par a obt ener las 
condi ci ones óp t im as de la inyecci ón solvent-vent.  Est as vari ab l es fuer on: 
tiem p o dur ante el cual el disol v ent e  es elimi nado (ti em p o de pur ga), y el 
fluj o de pur ga, o fluj o de gas port ador que pasa a trav és del inyect or 
mient ras ést e  es eli mi nado.  
La pri mer a vari abl e se  est ud ió en el int erv al o  de 1.55 a 2 min. Las señales 
máxim as se obt uvi eron par a un val or de 1.65 min. Par a val or es mayor es, se 
observ ó una dism i nuci ón en la señal analí ti ca, com o consecuencia de que 
part e de los anali t os eran eli mi nad os con el disolv ent e. Para val or es 
inferi or es, la señal tamb ién dism i nuí a ya que no se alcanzaba la compl et a 
elim inación del disol vent e.  
Respect o al fluj o de gas de pur ga, se est ud i ar on los valor es de 30, 50 y 70 
mL/mi n. La máxim a señal se obt uv o par a 50 mL/m in, con una dismi nuci ón 
de la mism a par a val ores superi or es e infer i or es.  
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Fi nal ment e, se estudi ó el tiemp o de inyecci ón. La desor ción de los 
anali t os se prod ucí a al apli car una rampa de cal entami ent o en el PTV 
(descri t o en la sección 3 .3.2., 12 ° C/s). De est a form a, la tem per at ura 
aum ent ab a de 10 ° C a 250 ° C  en 0.33 min. El tiemp o de inyecci ón se est ud i ó 
en el int erv al o  de 0.5 a 2 min, con val or es máximos de señal para 1 min, 
tiem p o sufi ci ent e para que los anal it os pasar an a la col um na 
crom atog ráfi ca. Para tiemp os menor es, la inyecci ón era par ci al.  
 
4.3.2. Optimización de la separación cromatográfica 
Las rampas de tem per at ur a sel ecci onad as fuer on las máxim as 
perm it id as por la configur aci ón instr ument al utili zad a. La úni ca var iabl e 
que se opti mi zó  fue  la tem per atur a ini ci al d e col um na. Se est udi aron var ios 
valor es, 45, 60, 75 y 90 ° C. Com o podí a esper ar se, a medi da que aum ent a b a  
la tem per atur a se prod ucí a un ensancham i ent o de los picos 
crom atog ráfi cos. Ent re 45 ° C y 60 ° C no exi st í an difer enci as, por lo que se 
sel eccionó  ést e  últim o val or , ya que el tiemp o necesari o par a que se 
alcanzar an  las condi ci ones ini ci al es era menor .  
Con las condi ciones anter i or ment e descr it as, fue  posi bl e separ ar los 
cuatr o clor ofenol es deriv ati zad os en un tiemp o infer i or  a 4.8 min. La 
anchur a de pico a med ia alt ura era 0.9 s para el 2CPA, 0.72 s para el 
4C3MPA, 0.66 s par a el 24DCPA y 0.66 s par a el 246TCPA. Est os val ores se 
ajustan a lo que se conoce com o crom at ogr afía de gases rápi d a.  
 
4.3.3. Modos de adquisición de datos  
En tod os los casos, los estu d ios de opti mi zaci ón se han llev ad o a cabo en 
el modo de adqui si ci ón de dat os scan , regi st r ánd ose las rel aci ones m/z entr e 
25 y 350 uma. Con la infor mación obt enid a en los crom at ogr am as, se 
sel eccionaron 3 grupos par a trabaj ar en el mod o de adqui si ci ón de datos 
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SI M, cad a uno de ellos con las relaciones m/z car acter í st icas de los 
compuest os en cuest i ón.  
Las vent anas sel ecci onad as en el mod o SIM se han det al l ad o 
previ am ent e en la secci ón 3. 3.4.  En est e modo, se observ ó una dism i nución 
del ruid o en los crom ato g r am as. Est o se trad uce en una mej or a en las 
rel aci ones S/N, y, por lo tant o, en una mej or a de la sensib il id ad . Por ell o, 
ést e fue el mod o de trab ajo par a obt ener las rect as de cal ib rad o y los 
par ám et r os analí ti cos del métod o.  
 
4.4. Evaluación del método H S- PTV- GC rápida - MS 
Se obt uvi eron rect as de cal ib ración par a cada uno de los com puest os, 
util izando siet e nivel es de concent ración, entr e 0.1 y 5.0 µg/L. Cad a niv el se 
anali zó por tri pl i cad o.  
Com o señal anal ít i ca se util izó el área de pico obt eni da al extr aer, en 
cad a caso, la rel aci ón m/z más abund ant e par a cad a compuesto; m/z 128 
par a el acet at o del 2- cl or ofenil o; m/z 142 par a el acet at o del 4- cl or o - 3-
m eti l feni lo; m/z 162 par a el acet ato del 2,4- di clor ofeni l o, y m/z 196 para el 
acet at o del 2,4,6- t ri clor ofe ni l o. Las car acter í st icas analí ti cas del m ét od o se 
resum en en la tabl a 4.  
Tabla 4:  Características analíticas del método  
 Compuesto 
2CPA 4C3MPA 24DCPA 246TCPA 
Ordenada en el 
origen 
(3 ± 3) x 102 (3 ± 4) x 102 (0.7 ± 3) x 102 (2 ± 2) x 102 
Pendiente (22 ± 1) x 102 (75 ± 2) x 102 (59 ± 1) x 102 (397 ± 7) x 10 
R2 0.9975 0.9997 0.9994 0.9999 
RSD (%), n=10 16.0 5.26 4.41 4.91 
LD (ng/L) 5 8 6 5 
LQ (ng/L) 15 25 19 16 
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Tod as las rect as de calib r ad o most r ab an com por t am ient o lineal , con 
coefi ci ent es de corr el aci ón (R 2 ) superi or es a 0.99. La valid ez del mod el o se 
compr ob ó med i ant e un anál i si s de vari anza (ANOV A), y ninguno de los 
mod el os generad os most rab a fal lo de ajust e.  
Se anali zó l a rep eti bil id ad  del proceso par a una concent r aci ón de anali t o 
de 1.0 µg/L , co n val ores de desv iación est ánd ar relati v a (RSD, %) 
sat i sfact ori os , no superi ores al 6 %, excep to par a el acet at o del 2- cl orofenil o. 
Ést e es  el com puest o más vol át il  de los anali t os estud iad os , por lo que será 
el que est é más afect ado por las fluct uaci ones del sist ema.  
La est im aci ón de los lím it es de det ecci ón (LD) se reali zó uti li zand o la 






d ond e σ es la desviación estándar (número de réplicas, n =10) de un pico 
cor r esp ond i ent e a una relaci ón señal /ruid o de apr oxi m ad am ent e 3; S es la 
pendi ent e de la curv a de cal ib rado y 3.3 es el val or del par ám etr o t -Student 
(par a n - 1, 0.99).  






dond e σ y S signi fi can lo mism o que en la ecuación previ a. Los 
result ados obt eni d os se muest r an en la tabl a 4.  
En la tabl a 5 se comparan los lími tes de det ección obt eni d os con el 
métod o propuest o, con los obtenid os util izand o otr as met od olog ías 
encontr adas en bib li og r afía, que tam bi én util izan reacci ones de 
deri v at izaci ón previ as al análi si s crom atog ráfi co. La com par aci ón es 
fav orabl e en tod os los casos; úni cam ent e con el métod o que util i za HS -
SPME se obt i enen lím it es de det ecci ón infer i or es , aunque la met odol og ía 
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HS- PT V - GC - MS present a la vent aj a de que tod o el proceso, desd e la mezcl a 
de reacti v os y la col ocaci ón del vial en el muest r eador , tiene lugar de form a 
cont inua.  
Tabla 5 : Comparación de los límites de detección obtenidos con el método propuesto (en 




LD (ng/L) en muestras acuosas 
Ref. 
2CP 4C3MP 24DCP 246TCP 




DLLME-GC-ECD 1000 --- 500 15 25  
SPE-GC-AED 
Ac2O 
43 60 37 17 26 
SPE-GC-MS-MS 47 37 30a 37 13 
SPE-GC-MS MTBSTFA 10 15 10 5 9 
HS-SPME-GC-MS Ac2O 4 1 1 1 14 
SPME-GC-ECD PFBCl 500 800 50 10 27 
SBSE-PTV-GC-MS MTBSTFA --- 23 65 6 28 
SBSE-PTV-GC-MS Ac2O 200 200 100 100 15 
MIMS Ac2O --- 1000 --- 1000 29 
HS-PTV-GC-MS Ac2O 5 8 6 5  
a  24 DC P + 25 DC P  
LLE , extr ac c i ó n lí qui d o - lí qui d o ; DLL M E , extr ac c i ó n l íqui d o - lí qui do di spe r si va; 
SPE , extr ac c i ó n en  f ase só l id a; SPM E , mi cr o e xtr ac c i ó n en f ase só l i d a; SBS E , 
extr ac c i ó n po r adso r c ió n en bar r a agi tad o r a; MIM S , espe c tr o me tr í a de mas a s 
asi sti d a po r mem br a na s; ECD, dete c to r de captur a el e c tr ó ni c a; AED, dete c to r de 
emi si ó n ató mi c a  
Final ment e, se compr ob ó la c apacid ad predi cti va del mod el o, par a lo 
cual se anal izar on tres tipos de aguas: agua de gri fo, agua de río y agua de 
mar. Las muest ras no se som et i er on a ningún tipo de mani p ul aci ón prev ia.  
Se observ ó que, sin dopar las muestr as, las señal es eran análog as a las 
obt enid as en los blancos. Com o consecuencia, se deci di ó dopar las mism as a 
dos niv el es de concent r aci ón: 0.5 y 1.0 µg/L . En la tabl a 6  se muestr an los 
result ados obt eni d os.  
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Tabla 6 :  Concentraciones predichas por el modelo 
Muestra Nivel de concentración 2CP 4C3MP 24DCP 246TCP 
Agua de grifo 
1 µg/L 
0.7 ± 0.3 1.0 ± 0.1 0.9 ± 0.1 1.01 ± 0.09 
Agua de río 0.7 ± 0.3 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.97 ± 0.09 
Agua de mar 1.3 ± 0.3 1.0 ± 0.1 1.0 ± 0.1 1.03 ± 0.08 
Agua de grifo 
0.5 µg/L 
0.5± 0.2 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.51 ± 0.08 
Agua de río 0.5± 0.2 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.50 ± 0.08 
Agua de mar 0.7 ± 0.3 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.44 ± 0.08 
 
Con los resul t ad os obteni d os  se pued e concluir que el mod el o es 
adecuad o par a la det erminaci ón de clor ofenol es en muestr as acuosas a  est os 
niv el es de concentr aci ón, con peor es resul tad os par a el anali t o más vol át il 
del conj unto (2 - cl or ofenol ), cuya irr ep r od uci bi lid ad , com o se obser v ó 
ant eri orm ent e, tam bi én es mayor que par a el rest o de compuestos.  
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5. CONCLUSIONES  
En el trabaj o propues t o se ha conseg uid o un aum ent o de la sensi bi li dad 
en el acoplami ento HS- GC par a el análi si s de compuest os semi - vol át il es en 
muestr as acuosas, con la utili zaci ón com bi nada de una reacción de 
deri v at izaci ón in situ y un inyect or de tem per atur a progr am ada par a la 
transferencia de la fase gaseosa al cromat óg r afo de gases. El mod o de 
inyecci ón uti li zad o, solvent -vent, perm it e la focali zaci ón tér mi ca de los 
anali t os en el liner, lo que se trad uce en un est rechami ento de los picos 
crom atog ráfi cos, típicos de la cr om atog rafí a de gases rápi d a/m uy rápid a.  
La confi g ur aci ón instr um ental utili zad a en est e est udi o present a la 
vent aj a de que, tanto la ext r acci ón - pr econcentraci ón com o el  análi si s 
inst rum ent al de los anal itos tiene lugar de form a cont i nua, sin la necesi d ad 
d e pasos int er m edi os, lo que ocurr e cuand o se trab aj a con técnicas tal es 
com o SPME o SBSE .  
La elecci ón del liner adecuad o en el PTV es muy impor tant e. En el caso 
de uti li zar liners  rell enos de Tenax - T A, la repr od ucibi li d ad del mét od o 
dism i nuy e consid er abl em ent e, com o consecuencia de la degrad aci ón de los 
compuest os der iv ati zad os en la super fi cie del adsorb ent e.  
El mét od o propuest o es alt am ente sensi bl e, con lími tes de det ección 
ent r e 5 y 8 ng/L. La lineali d ad , reprod ucib il id ad y exact it ud del métod o se 
anali zar on , y resul t ar on ser sati sfactori as.  
 IV  Aumen t o de sen s i bi l i d ad en el anál i s i s por HS. An á l i s i s de clor ofe n ol e s  
 ________________________________________________________________________  
1 1 0  
6. BIBLIOGRAFÍA  
[1]  B. Kolb , J. Chromat og r . A 842 (1999) 163.  
[2]  D.A. Lam br opoulou, I.K. Konst ant inou, T.A. Albani s, J. Chr om atog r .A  
1152 (2007)  70. 
[3]  J.L . Per ez Pav on, M. del Nogal Sanchez, M.E . Fer nand ez Laesp a d a, B. 
Mor eno  Cord er o, J. Chr om atog r. A 1175 (2007) 106.  
[4]  J.L . Per ez Pav on, M. del  Nogal Sanchez, M.E . Fer nand ez Laesp ad a, C. 
Gar ci a Pint o,  B. Mor eno Cor d er o, J. Chr om atog r. A 1141 (2007) 123.  
[5]  B. Kolb , L.S. Ett r e, Stati c Head sp ace - Gas Chrom atog rap hy , Wil ey 
Int er sci ence,  Hob ok en, NJ, 2006.  
[6]  J.L . Per ez Pav on, M. del Nogal Sanchez, M.E . Fer nand ez Laesp ad a, B. 
Mor eno  Cord er o, J. Chr om atog r. A 1202 (2008) 196.  
[7]  J.L . Per ez Pav on, S. Her r ero Mart i n, C. Gar ci a Pint o, B. Mor eno 
Cor d er o, J. Chr om atog r. A  1194 (2008) 103.  
[8]  D. Š taj nbaher , L. Zupan či č- K r al j , J. Chr om at ogr . A 1190 (2008) 316.  
[9]  T. Heber er , H.J. Stan, Anal . Chim . Act a 341 (1997) 21. 
[1 0]  M. Sar aji , M. Bakhs h i , J. Chr omat og r . A 1098 (2005) 30.  
[11]  M. Ami j ee, J. Cheung, R.J.  Well s, J. Chromat og r . A 738 (1996) 43.  
[12]  A. Geib l er , H.F . Schö l er ,  Wat er Res. 28 (1994) 2047.  
[13]  I. Tur nes, I. Rod ri g uez, C.M. Gar ci a, R. Cela, J. Chr omat og r . A 743 
(1996) 283.  
[14]  M . Llom par t, M. Lourid o, P. Land í n, C. Garcí a- Jar es, R. Cel a, J. 
Chr omat og r . A 963 (2002) 137.  
[15]  L. Mont er o, S. Conradi , H. Wei ss, P. Popp, J. Chr omat og r . A 1071 
(2005) 163.  
[16]  L.H. Keit h (Ed .), Compil ati on of Sam pl i ng Analy si s Met hod s, US 
Envi r onm ent al  Prot ect i on Agency , Boca Rat on, FL, 1991.  
[17]  Guid eli nes for Dri nki ng  Wat er Quali t y, 2nd ed., vol . 2, Heal t h Crit eri a 
and Oth er  Support i ng Infor mati on, 1996, p. 940 and Add end um to vol . 
2, 1998, p. 281, Wor ld Heal t h Organi zat ion, Genev a.  
I V  Aumen t o de sen s i bi l i d ad en el anál i s i s por HS. An á l i s i s de clor ofe n ol e s   
 _________________________________________________________________________  
1 1 1  
[1 8]  Enhanced Chem St ati on, G1701CA, Ver si on C00.00, Agi l ent 
Technol ogi es, 1999, CA, Uni t ed Stat es.  
[19]  F.A. Car ey , R.J. Sund b er g , Advanced Org ani c Chem i st ry . Par t A. 
Str uct ure and Mechanism s, 4th ed., Kluwer Acad em ic/Pl enum 
Pub li sher s, 2000.  
[20]  K. Det tm er ,  W. Engewald , Anal . Bioanal . Chem . 373 (2002) 490.  
[21]  C. Coeur , V. Jacob , I. Denis, P. Foster , J. Chr om atog r. A 786 (1997) 185.  
[22]  D. Dr echsel , K. Dett mer , W. Engewal d , Th. Bit t ner , J. Efer, 
Chr omat og r ap hia 54 (2001) 151.  
[23]  A. Verm eul en, K.  Welv aer t , J. Ver camm en, J. Chr omat og r . A 1071 
(2005) 41.  
[24]  N. Fat tahi , Y. Assad i , M.R.M.  Hossei ni, E. Z .  Jahromi , J. Chr om at ogr . A 
1157 (2007) 23.  
[25]  I. Rodr ig uez, M.I . Tur nes, M.C. Mej ut o, R. Cel a, J. Chr omat og r . A 721 
(1996) 297.  
[26]  F. Bianchi , M. Car er i , C. Mucchi no, M. Musci , Chr omat og r ap hia 55 
(2002)  595.  
[27]  J. B .  Qui nt ana, R. Rodi l , S. Muni ateg ui - L or enzo, P. Lopez - Mahi a, D. 
Prada - R od ri g ue z, J. Chrom atog r. A 1174 (2007) 27.  






 TRABAJO PUBLICADO  
PUBLISHED ARTICLE IV  
Journal of Chromatography A, 1216 (2009) 1192–1199
Contents lists available at ScienceDirect
Journal of Chromatography A
journa l homepage: www.e lsev ier .com/ locate /chroma
Use of a programmed temperature vaporizer and an in situ derivatization reaction
to improve sensitivity in headspace-gas chromatography. Application to the
analysis of chlorophenols in water
José Luis Pérez Pavón ∗, Ana María Casas Ferreira, María Esther Fernández Laespada,
Bernardo Moreno Cordero
Departamento de Química Analítica, Nutrición y Bromatología, Facultad de Ciencias Químicas, Universidad de Salamanca, 37008 Salamanca, Spain
a r t i c l e i n f o
Article history:
Received 24 October 2008
Received in revised form 9 December 2008
Accepted 17 December 2008






a b s t r a c t
In the present work we propose the combined use of a derivatization reaction within the vial of a
headspace sampler with a programmed temperature vaporizer (PTV) inlet in the solvent vent mode
as a new methodology for obtaining an increase in sensitivity in headspace-gas chromatography (HS-
GC) for the analysis of sparingly volatile compounds. As test analytes the following chlorophenols were
used: 2-chlorophenol (2CP), 2,4-dichlorophenol (24DCP), 4-chloro-3-methylphenol (4C3MP) and 2,4,6-
trichlorophenol (246TCP). The derivatization reaction was carried out with acetic anhydride because it
can be carried out in situ in aqueous medium. In the programmed temperature vaporizer inlet, three
different liners, one of them empty and the others with materials of different trapping strengths (glass
wool and Tenax-TA), were compared. The best results were obtained when an empty liner was used,
with better repeatability and S/N ratios. In the case of the liner filled with Tenax-TA, a considerable lack
of repeatability was observed, this being attributed to interactions between the derivatized compounds
and the adsorbent. The proposed methodology affords very low limits of detection, in the range of a few
ng/L for all the compounds, with good precision and accuracy values.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
The use of headspace sampling (HS) solves many analytical prob-
lems by minimizing sample treatment. However, in many cases
the limits of detection achieved are insufficient for the detection
or quantification of the analytes of interest [1]. This means that
in many applications it is necessary to employ an additional pre-
concentration stage, generally before introducing the sample into
the chromatographic system. Among the techniques used for this
are solid-phase microextraction (SPME) and headspace single-drop
microextraction (HS-SDME). Both methodologies involve transfer
of the extraction medium (microfibre or microdrop) from the vial
of the headspace sampler to the injector of the chromatograph
[2].
The use of a programmed temperature vaporizer (PTV) inlet
offers an alternative for increasing sensitivity in methods in which
headspace sampling is used [3,4]. When the gas phase gener-
ated in the headspace is introduced, the analytes (in a volume
of 3–5 mL) are focused cryogenically in the liner of the injector.
∗ Corresponding author. Tel.: +34 923 294483; fax: +34 923 294483.
E-mail address: jlpp@usal.es (J.L. Pérez Pavón).
Later application of a rapid temperature ramp allows these ana-
lytes to be introduced into the GC column, with the advantage that
a considerable narrowing of the chromatographic peaks occurs [5].
Additionally, it is possible to perform the injection in solvent vent
mode, in which by means of a suitable choice of the temperature of
the PTV and of the flow rate and the venting time it is possible to
eliminate major compounds that are more volatile than the species
of interest, which would produce saturation of the detector or an
overloading of the chromatographic column [6].
The PTV inlet, as well as other injectors, has the possibility
of using different types of liners, empty or packed with different
materials, which implies an additional factor for modifying the
selectivity of the process [7,8].
Additionally, the formation of more volatile derivatives is a
widely used practice in gas chromatography and can also be used
as a step prior to headspace sampling [5]. It is possible to use the
HS vial to carry out reactions involving methylation, esterification,
transesterification, acetylation, etc.
The use of a derivatization reaction that generates compounds
more volatile than the analytes has an additional advantage in that
it enables the use of the HS sampling technique for compounds to
which, owing to their low volatility, in principle it would not be
applicable.
0021-9673/$ – see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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In the present work we propose using this advantage to expand
the number of compounds that can be analyzed with HS sampling
together with the increase in sensitivity provided by programmed
temperature vaporizers. As model analytes for this approach we
chose 2-chorophenol (2CP), 2,4-dichlorophenol (24DCP), 4-chloro-
3-methylphenol (4C3MP) and 2,4,6-trichlorophenol (246TCP).
These are semi-volatile compounds, and hence are not very suit-
able for direct analysis with HS. Also, they are polar, which hinders
their separation by GC since if they are not derivatized previously
they tend to give broad and tailed peaks, largely compromising
chromatographic separation, peak integration and method reliabil-
ity. We propose a rapid and sensitive analytical method for water
samples, using in situ acetylation with acetic anhydride. We chose
this reaction over silylation [9,10] or methylation [11,12] because it
can be carried out in aqueous medium [13–15]. These chlorophe-
nols are found among priority pollutants in water according to
the Environmental Protection Agency (EPA) [16] and the World
Health Organization (WHO) [17], who propose a guideline value
of 200g/L for 2,4,6-trichlorophenol in drinking water. Directive
80/778/EC of the European Union establishes a maximum content
of total phenols in drinking water of 0.5g/L. The concentration of
each of them should not exceed 0.1g/L.
2. Experimental
2.1. Standard solutions and samples
The chlorophenols employed here (2-chlorophenol, 2,4-di-
chlorophenol, 4-chloro-3-methylphenol, and 2,4,6-trichlo-
rophenol) were supplied by Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany).
Methanol was purchased from Merck (Darmstadt, Germany)
and acetic anhydride and sodium chloride were from Scharlau
(Barcelona, Spain). Stock solutions (500 mg/L in methanol) of each
chlorophenol were prepared and stored at 4 ◦C in a refrigerator.
These solutions were used to spike the water samples with the
different concentrations analyzed. Method optimization was
performed with deionized water.
The proposed procedure was used to determine the analytes
in spiked samples of tap water from the drinking water system of
the City of Salamanca, water from the River Tormes on its passage
through the city, and sea water (taken at Santander, N. Spain).
2.2. Derivatization reaction
2.5 g of NaCl was weighed in a 20.0-mL HS sampler vial. Reagents
(total liquid volume: 5.0 mL) were added to the vial in the following
order: first an aqueous solution of 0.4 M potassium hydrogen-
carbonate, then 50L of a solution of methanol containing the
analytes, and finally 100L of acetic anhydride as the derivatization
reagent. The vial was sealed with a Teflon covered silicone septum
and the mixture was shaken for 1 min with a vortex device. Follow-
ing this, the vial was opened to remove the CO2 generated during
the reaction. It was then sealed again and placed in the HS sampler.
2.3. HS-PTV-fast GC–MS measurements
2.3.1. Headspace
HS sampling was performed with a model 7694 headspace
sampler from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany). The
sampling system consisted of a stainless steel needle, a 316-SS six-
port valve with a nickel loop (heated to 120 ◦C) and two solenoid
valves (for pressurization and venting). The experimental condi-
tions for the HS were oven temperature: 90 ◦C; equilibration time:
30 min; time between samples: 12 min; high speed agitation; vial
pressurization: 0.30 min; vial pressure: 12.5 psi; loop fill time:
0.15 min; loop equilibration time: 0.02 min; injection time: 1 min.
The headspace sampler was coupled to a PTV injector through a
thermostatted transfer line heated to 125 ◦C. The carrier gas was
helium N50 (99.995% pure; Air Liquide).
2.3.2. Programmed temperature vaporization
All experiments were carried out with a PTV inlet (CIS-4; Gerstel,
Baltimore, MD, USA). Three liners for Gerstel CIS-4 (71 mm × 2 mm)
were used: an empty baffled liner and two liners packed with
glass wool or with a chemical sorbent (Tenax-TA). In the optimized
method, solvent vent injection with the liner packed with the empty
baffled liner was used. Cooling was accomplished with liquid CO2.
In the solvent vent mode, the headspace is introduced into the
cold injector (10 ◦C). Here, the purge time was set at 1.65 min.
The initial temperature of the liner was maintained for 1.70 min
as a safety mechanism to guarantee that the heating of the liner
starts once the split valve is closed. The flow of carrier gas circu-
lating through the split valve during the purging time was set at
50 mL/min. With this purge flow, the pressure at the head of the
column was 5 psi.
Once purging had been completed, the split valve was closed and
the liner of the PTV was flash-heated (12 ◦C/s) up to 250 ◦C, such
that the analytes were transferred by thermal desorption to the
chromatographic column. After a time, sufficient for all the analytes
to be transferred to the column (1 min), the split valve was opened
again and the liner temperature was held at 250 ◦C for 8.00 min,
with a 20-mL/min carrier gas flow. Fig. 1 shows a scheme of the
steps used in the solvent vent injection.
2.3.3. Fast gas chromatography
To perform the gas chromatographic measurements, an Agilent
6890 GC equipped with a low polarity DB-VRX capillary column
(20 m × 0.18 mm × 1m, working range −10–260 ◦C) from J&W Sci-
entific (Folsom, CA, USA) was used. The carrier gas was helium N50
(99.995% pure; Air Liquide). The dimensions of the column, together
Fig. 1. Sequence of events for solvent vent injection.
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Table 1
Analytical characteristics of the method.
Compounds m/z Slopea Intercepta R2 RSD (%) (n = 10) DL (ng/L) QL (ng/L)
Quantitation ion Qualifier ions
2CPA 128 43, 130 (22 ± 1) × 102 (3 ± 3) × 102 0.9975 16.0 5 15
4C3MPA 142 43, 107 (75 ± 2) × 102 (3 ± 4) × 102 0.9997 5.26 8 25
24DCPA 162 43, 164 (59 ± 1) × 102 (0.7 ± 3) × 102 0.9994 4.41 6 19
246TCPA 196 43, 198 (397 ± 7) × 10 (2 ± 2) × 102 0.9999 4.91 5 16
2CPA: 2-cholorophenyl acetate; 4C3MPA: 4-chloro-3-methylphenyl acetate; 24DCPA: 2,4-dichlorophenyl acetate; 246TCPA: 2,4,6-trichlorophenyl acetate. Concentration
range: 0.1–5.0g/L.
a 95% confidence interval.
with control of the carrier gas flow and that of the temperature
ramps in the oven allowed fast chromatography separation modes
to be used.
The column oven temperature program (starting simultaneously
with the PTV injection into the chromatographic column) involved
an initial temperature of 60 ◦C for 0.80 min; an increase at 70 ◦C/min
to 150 ◦C; then an increase at 50 ◦C/min to 240 ◦C, then holding
for 0.91 min. These temperature ramps are the maximum ones
permitted by the instrumental configuration employed. The total
chromatographic run time was 4.80 min.
2.3.4. Mass spectrometry
The detector was a quadrupole mass spectrometer (HP 5973
N). The MS was operated with electron impact ionisation (70 eV,
ion source temperature 230 ◦C, quadrupole temperature 150 ◦C).
A solvent delay of 1.8 min was established, during which the
filament was turned off to protect it from the arrival of the
solvent. The m/z range in the scan mode was 25–350 amu,
the scan rate was 4.32 cycles/s, and the abundance threshold
value was set to 0. This was the acquisition mode used for the
different optimization studies. The compounds were identified
by comparison of the experimental spectra with those of the
NIST′98 database (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, version
1.6). Three groups were used in selected ion monitoring mode
(SIM). The first (1.80–3.90 min) contained the most abundant ions
of 2-dichlorophenyl acetate (43, 128, 130). The second group
(2.90–4.30 min) contained the characteristic ions of 4-chloro-3-
methylphenyl acetate and 2,4dichlorophenyl acetate (43, 107, 142,
162, 164). In the third group (4.30–4.80 min), the m/z characteristic
of 2,4,6-trichlorophenyl acetate were recorded (43, 196, 198). In all
groups, a dwell time of 10 ms was selected. Data points per second
were 57 for groups 1 and 3, and 67 for group 2. Table 1 shows the
m/z values for the quantitation and qualifier ions of each particular
compound.
2.3.5. Data analysis
Data collection was performed with Enhanced ChemStation,
G1701CA Ver. C 00.00 software [18] from Agilent Technologies.
3. Results and discussion
3.1. Variables affecting HS sampling
Preliminary experiments were performed in order to study dif-
ferent parameters that might affect the generation of volatiles in
the headspace.





where Cg is the concentration of analyte in the gas phase; C0 is the
initial concentration in the sample, K is the equilibrium constant
or partition coefficient, and ˇ is the ratio of the volume of the two
phases—the gas phase and the sample (or condensed) phase—[5].
Cg can be modified by varying the value of K and of ˇ.
The value of ˇ can be modified readily by varying the sam-
ple volume or the size of the vial. In this work, 20-mL vials were
used to facilitate the shaking and mixing of the reagents for the
derivatization reaction with a vortex device. Thus, care was taken
to prevent splashing of the septum and contamination of the nee-
dle of the headspace sampler. To increase Cg, the value of ˇ should
be reduced and hence the volume of the condensed phase should
be increased. However, volumes greater than 10 mL (ˇ = 1) showed
the above problem of possible contamination. In the end, a sample
volume of 5 mL was selected; that is, a ˇ ratio of 3. The decrease in
the analytical signal for the four compounds with respect to ˇ = 1
ranged between 42% for the 2-chlorophenyl acetate and 25% for the
2,4,6-trichlorophenyl acetate, an acceptable drawback in prevent-
ing contamination of the system.
Regarding the value of K, corresponding to the ratio of the ana-
lyte concentrations in equilibrium in the sample phase and the gas










is the partial pressure of the analyte, and  i is its activity
coefficient. This parameter can be modified by varying the equili-
bration temperature or the ionic strength of the medium.
As the equilibration temperature we chose 90 ◦C, an adequate
value since we were using an aqueous system, which provides a
low value of K with respect to this parameter and hence high con-
centrations in the gas phase of the headspace.
The variation in the activity coefficient ( i), which describes the
intermolecular interactions between the solute and the solvent, was
studied by modifying the sample matrix. It is of interest to reduce
the value of K by increasing that of the activity coefficient. A low
K value indicates a reduction in the solubility of the analyte in the
matrix, with an increase in concentration in the headspace. In the
case of aqueous samples, and with polar compounds, this effect
can be achieved by the addition of an electrolyte to the medium;
that is, with the salting-out technique. For this to be effective, high
electrolyte concentrations are necessary.
The signals obtained when no electrolyte was added to the vial
and those observed after the addition of NaCl in supersaturation
conditions (2.5 g in 5 mL) were compared. Increases in the ana-
lytical signal of between 4.4 times for the 2,4,6-trichlorophenyl
acetate and 5.7 times for the 4-chloro-3-methylphenyl acetate were
observed and hence we chose to work under NaCl supersaturation
conditions.
Finally, the influence of shaking the vials in the headspace oven
during the equilibration period with a view to facilitating the pas-
sage of volatile species to the gas phase was checked. The signals
obtained with and without shaking were compared and an increase
was observed in the analytical signal. This ranged from 27% for the
case of 2,4,6-trichlorophenyl acetate to 58% for 2,4-dichlorophenyl
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Fig. 2. Signals obtained for each compound for different initial working temperatures and for different liners. Bars represent mean values (n = 3), error bars denote standard
deviations. Solid bars: Tenax-TA liner; empty bars: glass wool liner; dotted bars: empty baffled liner.
acetate when the vials were shaken. Accordingly, this was chosen
as the working mode.
3.2. Derivatization reaction
The acetylation of chlorophenols has been used previously for
their determination [13–15]. The variables studied for the opti-
mization of this step in this particular system were the basic
medium used, the amount of derivatizing reagent and the amount
of methanol. Here we worked with two different basic media—a 0.1-
M K2CO3/KHCO3 buffer and a 0.4-M solution of KHCO3—observing
similar signals. This indicates that a pH above 8.4 is sufficient for
the proportion of phenoxide ions to be high and for the reaction
to take place. It was observed that upon increasing the concentra-
tion of the buffer (up to 0.4 M) the signals decreased; this can be
attributed to the fact that in this case the final pH of the medium
was too basic to ensure the stability of the derivatized compounds,
since they are hydrolyzed [19]. We thus decided to work with the
basic solution of 0.4 M KHCO3.
Acetic anhydride at amounts between 20 and 100L was added
to 5 mL of sample. The best results were obtained with 100L of
reagent, such that this volume was used. Finally, a study was made
of the volume of methanol added to the HS vial, since this was the
solvent in which the stock solutions of the analytes were made
up and it is volatile. Maintaining the volume of sample constant,
amounts of methanol ranging between 10 and 50L were added
and it was observed that no significant changes occurred in the
analytical signal. We decided to work with 50L.
3.3. PTV-GC–MS
3.3.1. Optimization of the programmed temperature vaporizer
The above two optimization studies were carried out using a
glass wool liner in the programmed temperature vaporizer. How-
ever, in the optimization of variables affecting the PTV, in solvent
vent injection mode, a study was initially performed in which the
signals generated by the analytes of interest with three different
types of liners were compared. The liners used were an empty baf-
fled liner and two liners packed with the above mentioned glass
wool and with a chemical sorbent (Tenax-TA), respectively. This
study was combined with the optimization of the initial tempera-
ture (or trapping temperature) in the PTV. The values studied were
0, 10, 35, 60 and 90 ◦C.
As shown in Fig. 2, in the case of the empty baffled liner, as
the temperature increased the signal declined, indicating that the
retention of the analytes in the liner was lower, part of them being
removed with the solvent during the purge step. Regarding the glass
wool liner, the trend was similar for 2-chlorophenyl acetate, and
slightly different for the other three compounds, that were retained
in the liner during the purge step at 0 and 10 ◦C, but were partially
removed at higher temperatures. In the case of the Tenax-TA liner,
the behaviour was different: as the temperature increased so did the
signal up to a given value, after which it remained almost constant.
A possible explanation for this could be that this liner retains the
compounds to an excessive extent at low temperatures, which hin-
ders their later desorption at the maximum working temperature
selected (250 ◦C).
In light of these results, the optimum initial temperature values
chosen were 10 ◦C for the glass wool and empty liners, and 90 ◦C for
the case of the Tenax-TA liner.
Even though the results would improve for 2-chlorophenyl
acetate (when using the glass wool or the empty liners) at the low-
est initial temperature: 0 and 10 ◦C was preferred in order to avoid
an excessive expense of the CO2 used for cooling the PTV inlet, and
to reduce the interval between samples, because the time required
to stabilize the temperature in the PTV increases considerarably at
very low temperatures.
A study was also made of the repeatability of the signals of the
four compounds at the optimum temperatures. To accomplish this,
we calculated the relative standard deviation of three measure-
ments for each temperature and type of liner (Table 2). It was seen
Table 2
Relative standard deviation (RSD, %) for each liner at the optimum working
temperature.
T (◦C) Liner 2CPA 4C3MPA 24DCPA 246TCPA
10 Glass wool 8.8 11.2 11.4 9.6
10 Empty baffled 6.3 4.2 3.7 5.5
90 Tenax-TA 33.1 46.9 33.7 30.0
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Fig. 3. Comparison of the signals obtained with the empty liner (a) and the Tenax-TA liner (b) at their optimum initial working temperature, 10 and 90 ◦C respectively
(three replicates). 2CP: 2-chlorophenol; 2CPA: 2-chlorophenyl acetate; 24DCP: 2,4-dichlorophenol; 24DCPA: 2,4-dichlorophenyl acetate; 4C3MP: 4-chloro-3-methylphenol;
4C3MPA: 4-chloro-3-methylphenyl acetate; 246TCP: 2,4,6-trichlorophenol, 246TCPA: 2,4,6-trichlorophenyl acetate.
Fig. 4. Comparison of signals of the compounds obtained without derivatization on preparing a sample in acid medium, pH adjusted to 3.0 with phosphoric acid (dotted line)
and when the proposed derivatization reaction was used (solid line).
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Table 3
S/N ratios for the glass wool liner and the empty liner, both at an initial working
temperature of 10 ◦C.
Liner 2CPA 4C3MPA 24DCPA 246TCPA
Glass wool 5520 3688 5837 1521
Empty baffled 9005 11161 8452 2347
that in the case of the Tenax-TA liner irrepeatability was exception-
ally high.
It was also observed that on performing successive injec-
tions with the same Tenax-TA liner, apart from the signals of the
derivatized compounds the chromatograms also exhibited signals
corresponding to the non-derivatized compounds, with varying
intensities. This could be accounted for if the derivatized com-
pounds, on reaching the injector, interacted with the adsorbent
of the liner, thereby leading to breakage of ester bonds. In Fig. 3,
a comparison is made of the chromatograms obtained with the
Tenax-TA liner (three replicates), and the empty liner (three repli-
cates) respectively. In the chromatograms obtained with the empty
liner, no signals of the non-derivatized compounds are observed,
and there is good repeatability.
To rule out the possibility that the non-derivatized com-
pounds being detected might be those extracted directly into the
headspace, two series of measurements were carried out. Fig. 4
compares the signals generated by the chlorophenols not subjected
to a previous reaction and under optimum conditions of transfer
to the headspace—that is, in acid medium (pH adjusted to 3.0 with
phosphoric acid)—with those corresponding to the non-derivatized
chlorophenols detected in the chromatograms when the proposed
procedure was applied.
It may be seen that the signals were much higher when the
derivatization reaction was performed, especially in the case of 4-
chloro-3-methylphenol and 2,3,6-trichlorophenol, confirming that
in situ acetylation in the HS vials had taken place and hence that
what had been extracted from the sample were the derivatized
compounds. Later, through interaction with the Tenax-TA liner the
ester bonds are broken, such that the non-derivatized compounds
are detected in the chromatograms corresponding to successive
injections.
To our knowledge, there are no references in the literature to
this kind of breakage when Tenax-TA is used as a packing material
for liners in gas chromatography. Despite this, it has been reported
that this polymer can lead to reactions of reactive species with com-
pounds adsorbed on the surface of the adsorbent [20] when in-air
analysis by adsorptive enrichment and thermal desorption is used,
and that decomposition processes of adsorbed compounds can take
place on the surface of the sorbent [21]. Additionally, a method for
the determination of trichloroacetic acid in water has been reported
[22]; it uses thermal decarboxylation to chloroform in the Tenax-
TA packed liner of a PTV injector. In this case, despite obtaining
signals of the non-derivatized compounds that are higher or simi-
lar to those of the derivatized compounds when the empty liner is
used, the observed irrepeatability does not allow this mode to be
used.
Accordingly, selection of the most suitable liner focused on the
glass wool and the empty liners. We decided to work with the empty
liner since this provided the best S/N ratios (Table 3). The optimiza-
tion of the variables affecting the derivatization step was repeated
for this liner, with similar results.
Having selected the best liner and the initial working tempera-
ture, we then performed a study of the other variables in order to
fix the optimum PTV conditions. The variables affecting the elim-
ination of the solvent are the time during which it is eliminated,
called the purge time, and the purge flow, or flow of carrier gas
that passes through the injector while the solvent is being elimi-
nated. The first variable was studied within a range between 1.55
and 2 min. Maximum signals for all the compounds were obtained
for a value of 1.65 min. For higher values a decrease in the signals
occurred since part of the analytes were eliminated with the sol-
vent. For lower values, the signals also decreased since it was not
possible to achieve complete elimination of the solvent. Regarding
the flow of the purge gas, values of 30, 50 and 70 mL/min were stud-
ied. The maximum signals were obtained for 50 mL/min, a decrease
being seen for higher and lower values for the above-described
reason.
Finally, a study was made of the injection time. Thermal des-
orption of the compounds was achieved by use of the temperature
ramp described in Section 2 (12 ◦C/s). In this, the temperature of the
liner was raised from 10 to 250 ◦C in 0.33 min. Values between 0.5
and 2 min were studied, the maximum signals being obtained for
1 min. This time was sufficient for complete injection of the sample.
For shorter times, sample injection was partial.
3.3.2. Optimization of the chromatographic separation
The temperature ramps chosen for the chromatographic sep-
aration were the maximum ones permitted by the oven of the
chromatograph. Under these conditions, the only variable opti-
mized was the initial column temperature. The values studied were
45, 60, 75 and 90 ◦C. As could be expected, a broadening of the peaks
occurred as the initial column temperature increased. For 45 and
60 ◦C, hardly any differences were seen, but the working tempera-
ture of 60 ◦C was selected in order to reduce the chromatographic
runtime.
With these experimental conditions, it was possible to sepa-
rate the four derivatized chlorophenols in less than 4.8 min. The
half-height peak widths were 0.9 s for the 2-chlorophenyl acetate,
0.72 s for that 4-chloro-3-methylphenyl acetate, 0.66 s for the 2,4-
dichlorophenyl acetate and 0.66 s for the 2,4,6-trichlorophenyl
acetate. These values correspond to fast/very-fast chromatography.
3.3.3. Data acquisition modes
In all cases, the above results corresponded to the analysis of
the chromatograms of the extracted ion obtained in scan mode for
an m/z range between 25 and 350 amu. With the information from
these chromatograms, three groups of m/z ratios characteristic of
the analytes were established in order to record the chromatograms
in SIM mode.
The windows selected for the SIM data acquisition mode are
reported in Section 2. In this acquisition mode, it may be seen that
for all compounds a decrease in noise occurred for each extracted
ion. This decrease in noise generated an approximately threefold
improvement in the S/N ratios, allowing a decrease in the limits of
detection of the method, such that this mode was chosen to collect
the calibration curves and the analytical parameters of the method.
3.4. Evaluation of the HS-PTV-fast-GC–MS method
Calibration straight lines were obtained with seven concentra-
tion levels ranging from 0.1 to 5g/L. Each level was analyzed in
triplicate.
As the analytical signal, the area of the peaks obtained upon
extracting, in each case, the most abundant m/z ratio of each of
the compounds of interest was used: m/z 128 for 2-chlorophenyl
acetate; m/z 142 for 4-chloro-3-methylphenyl acetate; m/z 162 for
2,4-dichlorophenyl acetate; 196 for 2,4,6-trichlorophenyl acetate.
The analytical characteristics of the method are shown in Table 1.
All the calibration models displayed linear behaviour, with values
of the correlation coefficient (R2) higher than 0.99. The validity of
the model generated was checked using ANOVA analysis, and none
of the models generated showed a lack of fit. Repeatability, for a
concentration of 1.0g/L, was satisfactory, with relative standard
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Table 4
Comparison of the detection limits of other methods found in the literature with those obtained in the present.
Technique Reagent DL (ng/L) Ref.
2CP 4C3MP 24DCP 246TCP




DLLME-GC-ECD 1000 – 500 15 [24]
SPE-GC-AED
Ac2O
43 60 37 17 [25]
SPE-GC–MS-MS 47 37 30a 37 [13]
SPE-GC–MS MTBSTFA 10 15 10 5 [9]
HS-SPME-GC–MS Ac2O 4 1 1 1 [14]
SPME-GC-ECD PFBCl 500 800 50 10 [26]
SBSE-PTV-GC–MS MTBSTFA – 23 65 6 [27]
SBSE-PTV-GC–MS Ac2O 200 200 100 100 [15]
MIMS Ac2O – 1000 – 1000 [28]
HS-PTV-GC–MS Ac2O 5 8 6 5 b
LLE: liquid–liquid extraction; DLLME: dispersive liquid–liquid microextraction; SPE: solid-phase extraction; SPME: solid-phase microextraction; SBSE: stir-bar sorptive
extraction; MIMS: membrane inlet mass spectrometry; ECD: electron capture detection; AED: atomic emission detection.
a 24DCP + 25DCP.
b Method proposed in this work.
deviation values lower than 6% for three of the four compounds. The
highest value was obtained for 2-chlorophenyl acetate (16%). This
was the most volatile compound, such that it was the one most
affected by fluctuations in the system.





where  is the standard deviation obtained upon measuring 10
replicates of a sample with an S/N ratio of approximately 3; S is
the slope of the calibration curve, and 3.3 is Student’s t (n − 1, 0.99).





where  and S are the same as in the previous expression. The
quantification limits obtained are shown in Table 1.
Table 4 compares the detection limits with those obtained using
other methods for the determination of chlorophenols in aqueous
samples that also use derivatization reactions prior to gas chro-
matography. The proposed method can be compared favourably
with all of them; only in the case of the use of HS-SPME were
lower limits obtained, although the HS-PTV-GC–MS method has the
advantage of being performed continuously as from the moment
when the vial is introduced in the headspace sampler.
Finally, to check the prediction capacity of the model, three dif-
ferent types of water sample were analyzed: tap water, river water
and sea water. The samples were not subjected to any kind of pre-
vious manipulation.
It was seen that without spiking the samples, the signals of the
compounds were similar to those of the blanks. Accordingly, it was
decided to spike the samples at two concentration levels: 0.5 and
1.0g/L. Table 5 shows the results, which indicate that the method
is suitable for the determination of chlorophenols in water sam-
Table 5
Concentrations predicted by the model.
Sample Level 2CP 4C3MP 24DCP 246TCP
Tap water
1g/L
0.7 ± 0.3 1.0 ± 0.1 0.9 ± 0.1 1.01 ± 0.09
River water 0.7 ± 0.3 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.97 ± 0.09
Sea water 1.3 ± 0.3 1.0 ± 0.1 1.0 ± 0.1 1.03 ± 0.08
Tap water
0.5g/L
0.5 ± 0.2 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.51 ± 0.08
River water 0.5 ± 0.2 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.50 ± 0.08
Sea water 0.7 ± 0.3 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.44 ± 0.08
ples at these concentration levels, with poorer results for the most
volatile analyte—2-chlorophenol—whose irrepeatability was also
higher than that of the other three compounds.
4. Conclusions
In the present work it was possible to increase sensitivity in the
coupling of a headspace sampler with a gas chromatograph for the
analysis of semi-volatile compounds such as chlorophenols through
use of a derivatization reaction in the HS vial and of a programmed
temperature vaporizer inlet for transfer of the headspace to the
chromatographic column. Injection in solvent vent mode allows the
compounds to be focused in the liner and affords narrow peaks that
are typical of fast/very-fast chromatography.
The instrumental configuration used in this study has the
advantage that extraction-preconcentration and the instrumental
measurement of the analytes are carried out on-line, with no need
for intermediate steps, as occurs when working with other modes
of sample introduction such as SPME or SBSE.
The choice of a suitable liner for the PTV is important. In the
case of using a liner packed with Tenax-TA, the repeatability of the
method decreases considerably, owing to the degradation of the
derivatized chlorophenols at the surface of the adsorbent.
The method proposed for the determination of chlorophenols is
highly sensitive, with detection limits ranging from 5 to 8 ng/L. The
linearity, repeatability and accuracy of the method were analyzed
and proved to be satisfactory.
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1. INTRODUCCIÓN  
E n los últ im os años se ha gener ad o una gran preocup aci ón acer ca de la 
presenci a de compuest os far macéuti cos en el agua. Est os compuestos están 
incluid os en lo que se conoce act ual m ent e como cont am i nant es emerg ent es. 
Su presencia  pued e expli car se  com o consecuencia de su ampl io uso méd ico 
y de la inefi caci a de las plant as de trat ami ent o de agua resid ual par a 
elim inarl os [1]. En algunos casos, cer ca del 95 % de la dosi s sumi ni st rad a a 
un paci ent e pued e ser excr et ad a sin metab ol izar , con lo que llega  al medi o 
amb i ent e a trav és de las aguas resid ual es dom ésticas [2]. A ell o se añad en  
los fárm acos cad ucad os que los usuar i os tir an al  inod oro. Est os compuest os 
son bioacum ul ati vos y ejer cen efect os  sob r e los ecosi st em as acuát i cos y 
ter r est r es. Est o es  debi d o a que han sid o especí fi cam ent e diseñad os par a 
atr av esar las memb r anas biológi cas y para ser per si st ent es, con el fin de 
pod er ejer cer su efect o curat iv o ant es de ser degr ad ad os en el organi smo [2].  
Los anti i nfl am ator ios no est er oi d eos ( non-steroid anti-inflammatory drugs, 
NSAI Ds) form an un grupo de fárm acos ampl iam ent e utili zad os como 
agent es anal g ési cos, ant i pi r ét i cos y ant ii nf l am at or i os. Una de las clases de 
NSAI Ds más import antes son los der i vad os del aci do 2- ari l pr op i ó ni co, o 
profenos,  que incl u y en, ent r e otr os, a l ibupr ofeno, ket op r ofeno, napr oxeno, 
fenop r ofeno y ket or ol ac. De todos ell os, el ibupr ofeno se encuent r a ent r e los 
fár macos  más consum idos en el mund o [3], encont r ánd ose resid uos del 
mism o en ríos, lagos y arr oy os . Se ha observ ado que el ibupr ofeno es 
ant ib act eri ci d a [2] y se han det ect ado  alt er aci ones inducid as por est e 
fár maco en organi sm os acuáti cos, tal es com o ret ard o en el crecim i ent o o 
alt er aci ones card iacas [4]. En los ser es hum anos, se ha ligado el ibuprofeno 
a probl emas gást ri co s [5] o derm at ol ógi cos [6].  
Se han propuest o var ios mét odos anal ít i cos par a la cuanti fi cación de 
NSAI Ds en matr i ces medi oam bi ental es, uti li zand o ta nt o crom atog rafí a de 
gases (GC) y  crom atog rafí a de líqui d os de alt a resol uci ón (HPL C) com o 
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el ectr ofor esi s cap i lar , util izando det ect or es conv enci onal es [7 - 9] o 
espectr om et rí a de masas [10,11]. Como consecuencia de la pol ar id ad y poca 
volati li d ad de est os anal it os, es necesar i o utili zar una reacci ón de 
deri v at izaci ón previ a cuand o el anál i si s se llev a a cab o por c rom at ogr afía de 
gases. Por ello , la crom at og rafí a de líqui d os se ha uti li zad o con mayor 
frecuenci a.  
En la lit er at ur a pued en encont rar se vari os trabaj os de revi si ón que trat an 
sob r e los difer entes mét od os anal ít i cos util izados par a la det erm inaci ón de 
compu est os farm acéut icos, incluy end o los NSAI Ds, en muest ras acuosas 
[12,13]. De form a más especí fi ca, se han llev ado a cab o vari as 
compar aci ones entr e las técni cas analí ti cas utili zadas para la det erm i nación 
de NSAI Ds en muest r as acuosas [14,15].  
Com o consecue nci a de los niv el es tan baj os de concentr aci ón que se 
encuentr an norm alm ent e en las muest ras medi oam bi ental es, es necesar i o 
recurr ir a una etapa de preconcentr aci ón prev i a al anál i si s inst rum ent al . La 
técni ca de preconcentr ación que más se ha util izado ha sido la ext r acci ón en 
fase sól i da (SPE ) [16 - 18]. Aunque est a técni ca red uce los vol úm enes de 
disol v ent es orgáni cos en com par aci ón con la ext r acci ón líqui d o - l í quid o 
trad i ci onal , requier e un elev ado tiem p o de trab aj o. En los últ im os años se ha 
hecho un mayor  uso de aquell as técnicas  que mini mi zan el vol um en de 
disol v ent es orgáni cos, tales como la microextr acci ón en fase sólid a (SPME ) 
[19], la micr oext r acci ón con disolv ent es [20], la extr acci ón por adsorci ón en 
barr a agit ador a (SB SE ) [21] y la ext r acci ón asi st id a por memb ranas [10].  
Cuand o la det ermi naci ón se llev a a cab o por crom at og rafí a de gases, las 
reacci ones de deri vati zaci ón que más se han uti li zad o han sid o las d e 
sili l aci ón, util i zand o N - m eti l - N - (t ert - b ut ild im et il sil il )t ri fl uor oacetami da  
(MTB STF A)  o N - m et il - N - t ri m et il sil il tr i fl uor oacetami d a ( MSTF A )  com o 
agent es der iv at i zant es [18,22,23], y las de alqui l aci ón, util i zando 
diazom et ano [24]. En est e últim o caso, es necesar i o plant ear nuev as 
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al t er nat iv as ya que se ha dem ostr ad o que el diazomet ano el alt am ent e 
tóxi co, cancer í g eno y expl osi v o. Dentr o de est as nuev as propuest as se 
encuentr an hal ur os de pent afl uor ob enci lo, en presenci a de un cat ali zad or 
bási co [25,26], clor om et anoat o de met il o [3] o met anol en presenci a de 
tri fl uor uro de bor o [16]. Se ha propuest o la util izaci ón de hid r óxi dos  de 
tet rameti l am oni o (TMAH) y trim etil sul foni o (TMSH) y sal es de 
tet rab ut il am oni o (TB A) par a llev ar a cab o el proceso de deri v at izaci ón en el 
propi o puert o de inyecci ón [27]. En tod os los casos, es necesar io ext raer lo 
compues t os de int er és de la mat ri z acuosa a un medi o orgáni co o hidr o -
or g áni co, donde tiene lugar la reacción . Una vez que ést a ha teni d o lugar , 
son necesari as vari as etapas de ext racci ón y lim pi eza del ext ract o  ant es de 
su intr od ucci ón en el sist em a crom atog ráf i co.  
Otr a reacción de der iv at izaci ón  propuest a  es la for mación de amid as 
medi ant e la reacci ón  del áci do carb oxí li co  con una car b odi im id a y con  una 
ami na  ( 2,2,2- t ri fluor oet il am i na ), dir ect am ent e en medi o acuoso [7]. Sin 
embar go, los lím it es de det ección obt enid os cuando se uti li za est a reacción 
son bast ant e alt os, del orden de los mg/L.  
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2. OBJETIVO  
El obj etiv o del present e trab aj o se encuent ra dentr o de la lí nea plant ead a 
en el capít ul o IV  de la mem ori a, en el que se propuso la util i zación de la 
gener aci ón de espaci o de cab eza con una reacci ón de deri vati zaci ón in situ  
en el propio vial par a la det erm i nación de clor ofenol es en muest r as acuosas. 
Com o sist em a de inyección en el sist em a crom atog r áfi co se propuso un 
inyect or de tem per at ur a progr am ad a. Nuestr o gr upo de inv est i gación ha 
adqui ri d o  exper iencia en la uti li zaci ón de est e tipo de inyect or es par a la 
det er mi naci ón de compuest os orgánicos en difer entes mat ri ces [29 - 31].  
El  obj et iv o del present e trab aj o es proponer un métod o sim pl e basad o en 
la gener aci ón de espacio de cab eza para la det erminaci ón de ibuprofeno en 
muestr as acuosas. Se ha sel eccionad o est e compuest o com o repr esent at iv o 
de la presenci a de com puest os farm acéut i cos  en muestr as 
medi oamb i ent al es . Par a conseg uir dicho  obj et iv o, se propone una reac ci ón 
de deri vati zaci ón in situ  con metanol en medi o ácid o. La mani p ul aci ón de 
muestr a es mínim a, ya que no es necesar i o ext r aer los anal it os de int er és ni 
ant es ni después de la reacci ón.  
E st a es la prim era vez que se propone est a metod ol ogí a par a la 
det er mi naci ón de est e tipo de compuest os. Las med id as instr um ental es se 
llev an a cab o uti li zand o el acopl ami ento de un gene r ador de espaci o de 
cab eza (HS)  con un inyect or de tem per at ura progr am ad a (PTV ), con un 
crom atóg rafo de gases (GC) y con un espect r óm etr o de masas (MS).  
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3. PARTE EXPERIMENTAL  
 
3.1. Reactivos y disoluciones estándar  
E l patr ón de ibupr ofeno util izado en est e trab aj o fue sumi ni st r ad o por  
Sigm a - Ald ri ch (St ei nheim , Alemania).  En la tabla 1 se resum en algunas 
propi ed ades del anal it o est udi ado. E l metanol y el áci d o sul fúri co fuer on 
sum i ni str ad os por Merck (Darm stadt , Alemania) y el clor ur o sódi co por 
Scharl au (Bar celona, España). Se prepar ó una disoluci ón de ibuprofeno de 
1000 mg/L en met anol , la cual se mantuv o a una tem per atur a de 4 ° C en una 
n ev er a. Est a disol ución se util izó par a dopar las muestr as acuosas a los 
diferent es nivel es de concent r aci ón requer id os. La opt imi zaci ón del mét od o 
se llevó a cab o con muestr as de agua ultrap ura dopadas a una 
concentr aci ón de ibupr ofeno de 100 µg/L .  






Solubilidad en agua (µg/L) 21 
Log Ko/w 3.97 
 
3.2. Procedimiento analítico  
E n la figur a 1 se resum e el procedim i ent o analí ti co propuest o, 
incluy end o el paso de deri v at izaci ón en el vial del gener ad or de espacio de 
cab eza, la inyecci ón uti li zand o un inyect or de temper at ura progr am ada, la 
separ aci ón del deri vad o meti l ad o del ibupr ofeno medi ant e GC y la 
det ecci ón por espect r om etr í a de masas.  
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3.2.1. Reacción de derivatización  
E n un vial de 20 mL se aña d en 2.5 g de NaCl . A cont i nuación se añad en 
5 mL de una disolución acuosa dopad a con ibuprofeno  a una concentr ación 
det er mi nad a, 250 µL de áci do sul fúri co, par a fij ar un medi o fuer t em ent e 
áci do, y 200 µL de met anol , com o react iv o de der iv at i zaci ón. El vial se cier ra 
her m ét icam ent e y se col oca en el generad or de espaci o de cab eza.  
 
3.2.2. Generación de espacio de cabeza  
E l muest r eo med i ant e gener aci ón de espaci o de cab eza se llev ó a cab o 
con el  mism o muestr eador que en el c apít ul o ant eri or (mod el o A 7694, 
Agi l ent Technol ogi es , Wald br onn, Alem ani a).  El sist em a de muest r eo 
const a de los sigui ent es elem ent os: una aguja de acer o inoxi d ab le, una 
válv ul a de sei s vías mod elo 316- SS con un bucle de níquel (mant eni d a a una 
temper at ur a de 120 ° C) y dos vál vul as sol enoi d es (de presuri zaci ón y de 
pur ga). Las condi ci ones exper im ent al es del HS fuer on las sigui ent es: 
temper at ur a del hor no, 90 ° C; tiemp o de equi li br ad o, 60 min; tiem po entr e 
muestr as, 10.5 min; agit ación de la muestr a a la ve l oci dad máxima 
perm it id a por el sist em a; tiemp o de presur i zación del vial , 0.30 min; presión 
del vial , 12.5 psi ; tiemp o de llenad o del bucle, 0.15 min; tiem p o de 
equi li br ad o del bucl e, 0.02 min; tiemp o de inyecci ón, 1 min. El HS se acopl ó 
con un PTV a trav és de una línea de transferenci a ter most at ada, que se 
mant uvo a una tem per atur a de 125 ° C. Com o gas port ador se utili zó hel io 
N50 (gr ado de pureza del 99.995 %; Air Liquid e).  
 
3.2.3. Inyector de temperatura programada  
T od os los experi m ent os se llev ar on a c ab o con un inyect or de 
temper at ur a progr am ad a, PT V (CI S - 4, Ger st el , Bal ti mor e, MD , USA). Se 
util izar on tres tipos de liners : uno vací o en zigzag y dos empaquet ados con 
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d i ferent es tipos de rel l enos, lana de vidr i o y Tenax - T A. En el mét odo 
opti mi zad o, el mod o de inyección util i zad o fue solvent-vent con un liner de 
lana de vid ri o. El enfr iam i ent o del inyect or se consi g ue util izando CO 2  
líqui do.  
La tem per at ur a ini cial del inyect or se mantuv o a 70 ° C. El flujo de vent eo 
se fij ó en 100 mL/mi n y la presi ón de vent eo en 5.00 psi .  Como tiem p o de 
pur ga, se sel ecci ono 1.45 min. La tem per at ur a ini cial del liner  se mant uv o 
dur ant e 1.50 min com o mecani sm o de segurid ad par a que la rampa de 
cal ent am i ent o del mism o no empezar á ant es de que la vál vula de split  
estuvi era cer r ad a. Una vez que la etapa de vent eo ha finali zad o, la v álv ula 
de split  se cier r a y el liner  se cal i ent a rápid am ente a una velocid ad de 12 ° C/s 
hast a 250 ° C, prod uci éndose la transfer enci a de los anali tos a la col um na 
crom atog ráfi ca (0.5 min). Post eri orm ent e, la vál v ul a de split  vuel v e a abri r se 
y la temper at ura del liner  se manti ene a 250 ° C dur ant e 3 min. Las 
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Figura 2:  Secuencia de eventos implicada en la inyección solvent -vent 
V Deter mi n a ci ón de ibupr ofe n o en agua . Ester i fi ca ci ón con m eta n ol en medi o ácid o   
 _________________________________________________________________________  
1 3 3  
3.2.4. Cromatografía de gases rápida  
E l crom at ógr afo de gases util izado fue un Agi l ent 6890 equi p ad o con un 
mod ulo de cal ent ami ent o acel er ado de col um na (MACH TM , Ger st el ).  E st e 
mód ulo se mont a en la par t e ext eri or de la puer t a del crom at ógr afo. 
Consi st e en una c ar casa en cuyo interi or est á enr ol l ad a la col um na 
crom atog ráfi ca de forma mucho más compacta a com o se dispone 
hab it ualm ent e en un horno conv enci onal . Alr eded or de la col um na están 
enr oll ad os un cab le de cal ent ami ento aisl ad o y un sensor de temperat ur a. 
Es t a disposici ón per mi t e que el calor se transmi t a de form a muy rápi da a la 
col um na. El hor no pued e progr am ar se  desd e  temper at ura amb ient e hast a 
400 °C  con rampas de calent am i ent o de hast a 1800 °C /m i n. El enfri am i ent o 
de la col um na para regr esar a las condi c i ones ini ci al es tam bi én se consi g ue 
de for ma muy rápid a, graci as a un grupo de vent il ador es situados en la 
part e inferi or de la carcasa  [32]. Par a llev ar a cab o el análi si s crom at ogr áfi co, 
se util izó una colum na capi lar de baj a pol ari dad DB - VR X (20 m x 0.18 mm x 
1 µm, rango de trab aj o - 10 – 260 ° C) de J&W Sci ent i fic (Fol som , CA, USA). 
Com o gas por t ad or se uti li zó nit r óg eno N50 (grad o de pur eza 99.99 9 %; Air 
Liqui d e). Las dim ensi ones de la col um na, junto con el contr ol del flujo y de 
las rampas de tem per atur a en el hor no perm ite que la separación se 
prod uzca dent r o de  lo que se conoce com o cromat og r afía de gases rápi da.  
El programa de temper atur as del horno (que com ienza sim ul táneam ente 
con la inyección en el PTV ) impl i ca una tem per at ur a inici al de 90 ° C 
dur a nt e 2  min, esta tem per at ur a se incr em ent ó hasta 240 ° C a una vel oci dad 
de 210 ° C/m i n y se mantuv o dur ant e 2.29 min (Fig. 2). El crom at ógr afo de 
gases conv enci onal act úa com o int er fase y se program a una  tem per at ur a de 
250 ° C  con el fin de mant ener los capil ar es de conexión a alt a temper at ura y 
así evi tar la form ación de puntos frí os. El tiem po total del crom at ogr am a 
fue de  5 min.  
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3.2.5. Espectrómetro de masas  
El det ect or util i zad o fue un espectr óm etr o de masas de tipo cuad rup ol ar 
(HP 5973).  Se trab ajó en l a mod alid ad de impact o electr óni co con un vol t aj e 
de ioni zaci ón de 70 eV. La fuent e de ioni zación se mant uv o a una 
temper at ur a de 230 ° C, y el cuad rup ol o a 150 ° C. El fil am ent o se mant uvo 
apagad o hast a el minut o 2.50 min del análi sis crom atog ráfi co, par a 
p rot eg erl o de la llegad a de disolv ent e. En el mod o de adqui si ci ón de dat os 
scan se regi st rar on las relaci ones m/z (masa/carg a)  ent r e 25 y 250 uma,  la 
vel ocid ad de regi st ro se fij ó en 5.98 cicl os/segund o  y se sel ecci onó un valor 
umb r al de abund anci a de 0.  Es t e mod o de adqui si ción se utili zó  para llevar 
a cab o los difer ent es est udi os de opti mi zaci ón. La identi fi caci ón de l 
compuest o  se real izó por com par aci ón de l  espect r o experim ental con e l 
cor r esp ond i ent e a la base de datos NIST´98 (NIST /E PA/NIH Mass Spect r a l 
Lib r ar y , ver si ón 1.6). La inform aci ón obt enid a a part ir de est os regi s t ros 
sir vi ó par a est ab l ecer un úni co  grupo SIM , que abar cab a tod o el 
crom atog rama y que cont ení a las rel aci ones m/z más abundant es del 
deri v ad o met il ado del ibupr ofeno (161, 177, 220) . La adqui sici ón de señal es 
par a cada ion se reali zó c on un tiemp o de perm anenci a de 1 0 ms.  
 
3.2.6. Análisis de datos  
La recogi d a de los dat os cromat og r áfi cos se real i zó con el soft war e 
Enhanced Chem St ati on , G1701CA Ver . C 00.00 de Agi lent Technol og i es  
[33] . 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
4.1. Variables que afectan a la generación de espacio de cabeza y a la 
reacción de derivatización  
E n un prim er lugar se est udi ó si la agi tación de los vial es dur ant e la 
reacci ón y el tiem po de equi li br ad o infl uí a sob r e la seña l cromat og r áfi ca. Se 
compar ar on las señal es cuand o no hab í a agit aci ón y cuand o se agi tab an los 
vial es, observ ánd ose un incr ement o de señal del 45 % en el segund o caso.  
Se est ud i ó la influencia de la vari aci ón del coefici ente de act iv i d ad de los 
anali t os  mo d i fi cand o la matr iz. En el caso de muest r as acuosas y anal it os 
pol ar es, est o se consi g ue añadi endo un elect roli t o al med i o ( salting-out). Se 
añadi ó NaCl a los vial es a tres niv el es de concent r aci ón: sin NaCl ; 1.0 g y 2.5 
g en 5 mL de muestra (s ob r e sat uraci ón). Los mej or es resul tad os s e 
obtuvi er on en cond i ci ones de s ob r e sat ur aci ón, con un incr ement o de señal 
del 88 % respect o a la  obteni d a sin  adi ci ón de sal , y del 49 % respect o a la 
sit uaci ón int erm edi a.  
Con relación  a las vari ab les que influían en la reacc i ón de der iv at i zaci ón, 
las que se sel ecci onar on par a su estudi o fueron: concentr aci ón de ácid o, 
concentr aci ón de react iv o de deri vati zaci ón (MeOH), tem per at ur a del hor no 
del HS y t iem p o durant e el cual los vial es perm anecí a n  en el hor no. En est e 
tiem p o ten í a lugar tanto la reacci ón de der iv at i zaci ón com o la generación 
del espacio de cab eza. En la figur a 3 se muest ran los resul tad os de est os 
est udi os.  
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Figura 3:  Influencia de las variables de la reacción de derivatización. Cada punto 
representa el valor medio de tres medidas. Las barras de error representan las 
desviaciones estándar  
A la hora de sel ecci onar el tipo de áci d o, se sel ecci onó uno que no fuer a 
voláti l , ya que se est á trab aj ando con gener aci ón de espaci o de cab eza. 
Aunque la det erm i nación de ibupr ofeno ya se ha llev ad o a cab o de form a 
previ a [16]  uti li zand o BF 3  disuelt o en exceso de metanol (concent r aci ón 
apr oxi mad a, 12 %) , en est e caso no es posib l e util i zar est e ácid o com o 
consecuenci a de su vol ati li d ad (punt o de ebull i ción: - 100 ° C). Lo mism o 
oc ur re en el caso de otr as alt er nat iv as tal es como BCl 3  (punt o de ebul li ción: 
12.5 ° C) o HCl , el cual es un gas. Com o consecuenci a, se sel ecci onó trab ajar 
con H 2 SO 4 , con un punto de ebull i ci ón de 340 ° C.  
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Se est ud ió la infl uenci a de la adi ci ón de difer ent es v ol úm enes de áci d o 
sul fúri co, en un int er val o  de 100 a 1000 µL. Se obser v ó que las señal es eran 
signi fi cat iv am ent e igual es hast a un vol um en de 500 µL, a par ti r del cual 
dism i nuí an. Se seleccionó un vol um en de trabaj o de 250 µL.  
Respect o al react iv o de der iv ati zaci ón, se est udi aron difer ent es 
volúm enes de metanol, en el int erv al o  de 100 a 500 µL. Se sel eccionó 
trab aj ar con 200 µL, ya que a par ti r de est e vol um en no se prod ucí a 
vari aci ón en la señal analít i ca.  
Respect o a la temperat ur a del hor no del HS, se est ud i ar on vari os val or es, 
con un máxi mo de 90 ° C. Ést a fue la temper at ur a sel eccionad a, que es un 
valor adecuado cuand o se trab aj a con sist em as acuosos en el mod o HS. Par a 
valor es inferi or es, la señal dism i nuí a.  
Final ment e se est udi ó el tiem p o dur ante el cua l los vial es eran cal ent ad os 
en el hor no del HS, ent r e 15 y 120 min. Se sel ecci onó un tiem p o de 60 min, 
sufi ci ent e para gener ar una señal const ante y repr od uci bl e. A tiemp os 
mayor es el aum ento de señal no era signi fi cat iv o , obser vándose un 
incr em ent o de la  irrep rod ucibi li d ad . Aunque 60 min pued a par ecer un 
tiem p o relati v am ent e alt o , hay que consi d er ar  que el hor no del generad or 
de espaci o de cab eza const a de sei s posi ciones, lo que per mi t e el 
cal ent am i ent o simult áneo de vari os vial es a la vez. De est e mod o, es posi bl e 
sol apar los tiem pos de gener aci ón de espacio de cab eza, de tal form a que ,  
pasados  los prim eros 60 min ,  es posib l e anal i zar cad a muest ra cad a 10.5 
min, tras 5 min de análi si s crom at ogr áfi co y 5.5 min de recup er aci ón del 
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4.2. PTV - GC- MS 
 
4.2.1. Optimización del inyector de temperatura programada  
4.2.1.1. Tipo de liner utiliza d o  
E n pri m er lugar se reali zó un est ud i o com par at iv o de las señal es 
obt enid as con tres tipos de liners  en el PTV , en el mod o de inyecci ón solvent-
vent. Los liners  util izados fuer on un o  vacío en zigzag y dos liners  
empaquet ad os con difer ent es mat er ial es, lana de vid ri o y Tenax - T A. Par a 
cad a uno de ell os se est udi aron difer ent es tem per atur as ini ci al es o 
temper at ur as de venteo. E st os val or es fuer on 0, 10, 35, 60 y 90 ° C par a el 
liner vací o y el liner rell eno con lana de vidr i o , y 0, 10, 35, 60, 90, 110 y 130 ° C 
par a el liner de Tenax - TA , como consecuencia de su mayor capacid ad  de 
ret enci ón. El tiem po de vent eo y el tiem po de inyec ci ón se fij aron en 1.65 y 1 
min, respect iv am ent e, y el flujo de vent eo se fij ó en 50 mL/mi n. Como 
pued e observ ar se en la figur a 4, en todos los casos la rel aci ón señal /r uid o 
(si gnal - t o - noi se, S/N) aum enta b a  al aument ar la tem per atur a , hast a un 
det er mi nad o va l or , a part i r del cual dismi nuí a , com o consecuenci a de la 
pér did a de anali to en la etapa de vent eo. Par a el caso del liner  de Tenax - T A, 
la dismi nuci ón no e ra  muy acusad a, ya que la ret enci ón del anali to en e st e 
liner er a  mucho mayor que par a los otr os do s. Las mejor es rel aci ones S/N se 
obtuvi er on con los liners empaquet ad os.  
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 Liner de lana de vidrio
 Liner de Tenax-TA
Derivado metilado del ibuprofeno
                                    m/z 161
 
Figura 4:  Valores de relación señal/ruido obtenidos para el derivado metilado del 
ibuprofeno para diferentes temperaturas de venteo y diferentes liners. Las columnas 
representan valores medios (n=3); las barras de error representan desviaciones estándar  
Si n emb arg o, al anal i zar los cromat og r am as obt enid os corr esp ond ient es 
a una  muestr a de ibupr ofeno som et id a al proceso de der iv at i zaci ón con el 
liner de lana de vid ri o y el liner de Tenax - T A (fi gur a 5), se obser v ó que, 
junto con la señal del deri v ad o meti l ad o del ibuprofeno, aparecían señal es 
de otros compuest os, identi fi cad os com o áci dos  car b oxí li cos ali fát i cos  
lineal es. Aunque est as señal es, tam bi én presentes en los blancos, no 
int er f er ían con la señal del anal it o de int erés, su magni t ud era mayor 
cuand o se trab aj aba con el liner  de Tenax - T A, por lo que se sel eccionó 
trab aj ar con el liner  de lana de vid ri o.  
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Figura 5:  Comparación de los cromatogramas obtenidos con un liner de lana d e vidrio y 
un liner de Tenax-TA 
4.2.2. Optimización de la inyección so lv en t - v en t  en el inyector de 
temperatura programada 
Para com pr obar que el m od o  de inyección elegi do era el más adecuad o , 
se llev ó a cab o un est udio comparati v o ent r e las señal es obt eni das c on los 
mod os de inyecci ón solvent -vent, split cali ent e y splitless  cali ent e (fi gur a 6). 
En el modo de inyecci ón split en cali ent e, la rel aci ón de div i si ón fue  1:10 y la 
temper at ur a del inyect or se mant uv o a 250 °C dur ant e tod o el anál i si s. Est a 
mism a tem pe r atur a se mant uvo en el mod o de inyección splitless en 
cal ient e, con un tiem p o de splitless de 2.65 min . En el mod o de inyección 
solvent-vent, la temper at ur a del inyect or se fij ó en 60 ° C dur ant e 1.65 min, 
con un fluj o de vent eo de 50 mL/m i n, tras lo cual el liner se cal i ent a hasta 
250 ° C a una vel ocid ad de 12 ° C/s. En tod os los casos, el volum en de espaci o 
de cab ez a inyect ad o en el sistema fue de  3 mL (tamaño del bucl e). Se 
observ ó que la máxim a señal se obt ení a cuand o se uti li zab a el mod o de 
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Figura 6: Comparaci ón de las señales obtenidas con los modos de inyección splitless 
caliente, split caliente 1:1 0  y solvent-vent, utilizando un liner de lana de vidrio. Cada 
columna representa valores medios de tres medidas; las barras de erro r representan 
desviaciones estándar  
L as vari ab l es opt imi zad as  en el modo de inyecci ón solvent-vent fuer on : 
temper at ur a de vent eo, flujo de venteo, tiem p o de vent eo y tiemp o de 
inyecci ón. Par a est udi ar la infl uenci a de est as vari ab l es, así com o las 
int er acc i ones entr e ell as, se reali zó un diseño exper im ental Box - B ehnk en. 
Est e diseño permi t e generar super fi ci es de respuesta uti li zand o tres niv el es 
de cad a vari ab l e  estudi ad a. En la tabl a 2 se muest r a la mat r iz de diseño  
gener ad a . É st a conti ene 25 comb i naciones  de las var iabl es consid erad as. 
Cad a uno de los exper im ent os se reali zó por dupl icad o par a pod er est udi ar 
si el mod elo generad o present ab a fall o de ajuste, uti li zand o muestr as de 
agua ultr apur a dopadas a un niv el de concentr aci ón de ibupr ofeno de   100 
µg/L . Com o var i ab le  respuest a se sel ecci onó el área de pico obt enid a el 
ext r aer en cada crom atogr ama la rel aci ón m/z 161, que corr espond e al pico 
base del espectr o del deriv ado meti l ad o del ibupr ofeno.   
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Tabla 2:  Matriz del diseño experimental Box -Behnken. A, t iempo de inyección; B, 



















Utili zand o los val or es de respuest a y las var iabl es ind i cad as , se prob ar on 
cuatr o mod elos de ajuste: lineal (incluy end o únicam ent e l as var iabl es); 
cuadr áti co (incl uy endo las vari ab l es y sus cuad r ad os); cuad ráti co 
(incl uy endo las var i ab les y las int eracci ones ent r e ell as) y cuad r át i co 
(incl uy endo las vari ab l es, sus cuad rad os y las int er acci ones entr e ell as). 
Tod os los mod elos present ar o n fall o de ajust e excep t o el que incl uí a las 
vari ab l es, sus cuad r ad os y la s  int er acci ones ent r e ellas.  
Experimento 
Variables 
A (min) B (min) C (ºC) D (mL/min) 
1 0.5 1.1 50 65 
2 1.0 1.1 50 65 
3 0.5 1.8 50 65 
4 1.0 1.8 50 65 
5 0.5 1.45 30 65 
6 1.0 1.45 30 65 
7 0.5 1.45 70 65 
8 1.0 1.45 70 65 
9 0.5 1.45 50 30 
10 1.0 1.45 50 30 
11 0.5 1.45 50 100 
12 1.0 1.45 50 100 
13 0.75 1.1 30 65 
14 0.75 1.8 30 65 
15 0.75 1.1 70 65 
16 0.75 1.8 70 65 
17 0.75 1.1 50 30 
18 0.75 1.8 50 30 
19 0.75 1.1 50 100 
20 0.75 1.8 50 100 
21 0.75 1.45 30 30 
22 0.75 1.45 70 30 
23 0.75 1.45 30 100 
24 0.75 1.45 70 100 
25 0.75 1.45 50 65 
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Com o pued e obser v ar se en la tab la 3, el mod el o pred i ce que las var i abl es 
signi fi cat iv as son temper at ur a  de vent eo  (C), fluj o de vent eo  (D) , la 
int er acci ó n ent r e tem per at ur a y fluj o de vent eo  (CD) , y los cuad rad os del 
tiem p o d e vent eo  (BB )  y del fluj o de vent eo  (DD) .  
Tabla 3 :  Resultados del diseño experimental  
Correlación múltiple: 0.897 (cal) 
R2: 0.804 (cal) 
Valor del máximo punto predicho: 5.258x106 




A 0.1376 6.375x105 
B 0.7522 -9.535x104 
C 0.0000* 5.364x104 
D 0.0226* 7.148x103 
AB 0.7247 -3.159x104 
AC 0.9325 -7.586x103 
AD 0.5287 -5.661x104 
BC 0.5346 5.580x104 
BD 0.9886 -1.283x103 
CD 0.0017* 3.029x105 
AA 0.2383 -1.271x105 
BB 0.0026* -3.437x105 
CC 0.2408 -1.264x105 
DD 0.0029* -3.394x105 
*Variables e interacciones más significativas 
(p<0.05) 
 
El efect o pri ncip al de aum entar la temperat ur a de vent eo era el aum ent o 
de la señal analí t i ca. En el caso del fluj o de vent eo, cuand o est e val or 
aum ent ab a, la señal tamb i én aum ent ab a, hast a un det ermi nad o val or , a 
part ir del cual dism i nuí a. Sin embar go, el est ud i o de es t as var i abl es por 
separ ad o no era  s ufi ci ent e, ya que la int er acci ón ent re el las era signi fi cati va .  
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Par a visual i zar el efect o de las int er acci ones, se util i zan super fi ci es de 
respuest a. En la figur a 7 se muestr a la super fici e de respuest a par a la 
rel aci ón m/z 161, en funci ón de la temperat ur a y el fluj o de vent eo. El 
tiem p o de iny ecci ón y el tiem po de vent eo se fijar on en 0.5 y 1.45 min, 
respect iv am ent e. Se obser v ó que al aum ent ar la temper at ur a de vent eo 
tambi én aum ent aba la señal anal ít ica. Est e aum ent o no era muy acusado 
par a fluj os de vent eo bajos, obt eni énd ose un comport am i ent o anál og o al 
ant eri orm ent e observ ado en la figur a 4. Las condi ciones óptim as de trab aj o 
se obt uvi er on cuand o la temper at ur a y el fluj o de vent eo se encont rab an 
ent r e 65 – 70 ° C y 80 – 100 mL/mi n, respecti vament e.  
Figura 7:  Superficie de respuesta del diseño experimental. El tiempo de venteo y el 
tiempo de inyección se fijaron en 1.45 y 0.5 min, respectivamente  
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En vista de los resul tad os obt enid os, los valor es sel ecci onad os fuer on 0.5 
min par a el tiem p o de inyección: 1.45 min par a el tiem p o de ve nt eo,  70 ° C 
par a la tem per at ur a de vent eo  y 100 mL/mi n par a el flujo de vent eo.  
 
4.3. Evaluación del método  HS -  PTV- GC rápida - MS 
En la tabl a 4 se muestr an las car act erí sti cas anal ít icas del mét od o 
propuest o. Se obt uv o una rect a de cal ib raci ón con ocho niv el es de 
concentr aci ón (en el rango 0 .5 -  10 µg/L ). Cada muest ra se anal izó por 
dupl i cad o en el mod o de adqui si ci ón SIM. La señal anal ít ica uti li zad a fue el 
área de pico cor r esp ond i ent e al extr aer la relaci ón m/z 161 de los 
crom atog ramas. El mod el o de cali br aci ón presentab a  un com por t ami ent o 
lineal . Se com pr obó  su val id ez medi ant e análi si s de var i anza y se obser v ó 
que no present ab a fal l o de ajust e. El val or del coefici ent e de cor rel aci ón (R 2 ) 
era super ior a 0.99.  
Tabla 4 :  Características analí ticas y validación del método propuesto  
 Analito 
Ibuprofeno 
Iones SIM 161, 177, 220 
LD (µg/L) 0.23 
LQ (µg/L) 0.69 
R2 0.9922 
Repetibilidad (%)  
4 µg/L 4.87 
10 µg/L 6.32 
Reproducibilidad (%)  
4 µg/L 6.53 
10 µg/L 9.82 
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Par a est ud i ar la repet i b il i d ad y repr oducibi li d ad del proceso, se dopar on 
dos muest r as de agua a dos niv el es de concent r aci ón (4.0 y 10 µg/L ) y se 
anali zar on en el mismo día (5 répl icas) y en los dos días consecuti v os. Los 
result ados, expr esad os com o desvi aci ones est ánd ar rel at iv as (RSD,% ) 
tambi én se muest r an en la tabl a 4, con  val or es del 6.32 % en el caso de la 
repetib il id ad , y del 9.82 % cuando las muestr as se anal i zaban en días 
consecuti vos  (repr od uci bil id ad ) .  
La est im aci ón de los lím it es de det ecci ón (LD) se reali zó uti li zand o l a 






d ond e σ es la desv i aci ón est ándar (núm ero de répl icas, n =10) de un pico 
cor r esp ond i ent e a una relaci ón señal /ruid o de apr oxi m ad am ent e 3; S es la 
pendi ent e de la cur v a de cali br ad o y 3.3 es el val or del parám et ro t de 
Stud ent (par a n - 1, 0.99).  






dond e σ  y S signi fi can lo mism o que en la ecuación previ a.  
Los lími t es de det ecci ón y cuanti fi caci ón obt enid os fuer on sati sfact ori os, 
con un baj o volumen de  muest r a (5 mL), sin neces i d ad de una etapa de 
preconcentr aci ón previ a y con una mínim a mani pulaci ón. En la bibl i og r afí a  
pued en encontr ar se pub licaci ones dond e se especifi can  lím it es  más baj os, 
per o, en la mayor í a de los casos, util i zan etapas de preconcentr aci ón en fase 
sól id a pre v i as , uti li zand o grand es vol úm enes de muestr a (en tor no a 1000 
mL) [16,24,27].  
Par a com probar la capaci d ad pred i ct iv a del model o, se dopar on dos 
muestr as de agua  a dos niv el es de concentr ación, 4.0 y 10 µg/L . Los 
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result ados obt enid os (dados con el 95 % de l int er val o de confi anza) fuer on 
3.5 ± 0.8 y 9.3 ± 0.9 µg/L , respecti vament e. Estos valor es se consid eran 
sat i sfact ori os.  
       V Deter mi na ci ón de ibupr ofe n o en agua . Esteri fi ca ci ón con meta n ol en medi o ácid o  
 ________________________________________________________________________  
1 4 8
5.  CONCLUSIONES  
En est e trab aj o se propone un métod o rápid o y sensib l e par a la 
det er mi naci ón de ibupr ofeno en muestr as acuosas med ia nt e el 
acopl am i ent o de un gener ador de espaci o de cab eza con un inyect or de 
temper at ur a progr am ad a, un crom atóg rafo de gases y un espect r óm et r o de 
masas, y la util i zación de una reacción de der iv at i zaci ón in situ  en el propi o 
vial del HS. Est e compuest o se  incl uy e ent re  lo s  que act ualm ent e se conocen  
com o contami nant es emerg ent es.  
La uti li zaci ón de est a confi g ur ación inst r um ent al tiene la vent aja de que, 
desd e la mezcl a de los react iv os en el vial del HS, todo el proceso tiene 
lugar de form a cont i nua, con la consecuent e red ucci ón de err ores asoci ad os 
a la mani pul aci ón de muest r a.  
El métod o es rápid o: tras la prim er a hor a de equi li br ad o del vial , es 
posib l e anal i zar las muestr as cad a 10.5 min. El métod o tam bi én es sensib l e, 
con buenos lím it es de detecci ón y cuanti fi caci ón , teni endo en cuent a que no 
hay ninguna etapa de preconcentr aci ón previ a y que se est á llevand o a cab o 
una reacción de der iv ati zaci ón en med io acuoso.  
Las car act erí sti cas anal ít i cas del métod o, con lími tes de detección de 0.23 
µg/L , lo hacen apr op i ado par a la det erm inación de ibupr ofeno en aguas 
resid ual es urb anas, en las  que se han encontr ad o concentr aci ones. de 
ibupr ofeno del ord en de los µg/L .  
V Deter mi n a ci ón de ibupr ofe n o en agua . Ester i fi ca ci ón con m eta n ol en medi o ácid o   
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a b s t r a c t
The aim of the present work is to propose a method for the determination of ibuprofen, as a typical repre-
sentative of pharmaceutical compounds, in aqueous samples. To do so, an in situ derivatization reaction
in aqueous medium was employed in the vial of a headspace sampler (HS), after which instrumental
measurements were made with gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). As the injection sys-
tem we propose a programmed temperature vaporizer (PTV) where, in solvent vent mode, better results
can be obtained than with the conventional split and splitless injection modes. Since the derivatization
reaction takes place in the HS vial, after the mixing of reagents and the sealing of the vial, the whole
process takes place on-line, with no need for intermediate steps. The simplicity and speed of the method
– analysis throughput: 10.5 min – together with the limit of detection obtained (0.23g/L), bearing in
mind that no preconcentration step or later clean-up step are required, make this a good method for the
analysis of ibuprofen in aqueous samples of urban waste water.
© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
In recent years there has been increasing concern about the
presence of pharmaceutical compounds in water. These com-
pounds are included in what are currently known as emerging
pollutants. Their presence can be explained in terms of both their
use in medicine and the inefficiency of water purifying systems in
removing them [1]. In some cases, almost 95% of the dose given to
patients may be excreted unmetabolized and eliminated in domes-
tic waste water [2]. To this must be added expired drugs that users
sometimes flush into the sewer system. Such compounds have the
necessary properties to become biocumulative and exert effects on
aquatic or terrestrial ecosystems. This is because they are specifi-
cally designed to be able to cross biological membranes and to be
persistent in order to prevent them from being inactivated before
they have exerted their curative effect [2].
Non-steroid anti-inflammatory drugs (NSAIDs) form a group of
drugs widely used as analgesic, antipyretic and anti-inflammatory
agents. One of the reasons they are so widely used is because they
do not produce sedation, respiratory depression, or addiction. One
of the most important classes of the NSAID group is a set of 2-aryl
propionic acid derivatives, or profens. This set includes ibuprofen,
∗ Corresponding author. Fax: +34 923 294483.
E-mail address: jlpp@usal.es (J.L. Pérez Pavón).
ketoprofen, naproxen, phenoprofen and ketorolac. In particular,
ibuprofen is among the most widely used pharmaceuticals in the
world [3]. Despite efficient elimination in sewage treatment plants,
residues of ibuprofen are frequently detected in rivers, lakes and
streams. It has been shown that ibuprofen has antimicrobial prop-
erties [2] and anomalies induced by this drug have been observed in
aquatic organisms, such as retarded development or cardiac abnor-
malities [4]. In humans, the consumption of ibuprofen has been
linked to gastric [5] and dermatological problems [6].
Several analytical methods for the quantification of NSAIDs in
environmental matrices have been proposed, using gas chromatog-
raphy (GC), high-performance liquid chromatography (HPLC) or
capillary electrophoresis, with conventional detectors [7–9] or
mass spectrometry [10,11]. Since most of these compounds are
polar and sparingly volatile, gas chromatography usually required
a prior derivatization reaction, such that for their analysis HPLC has
been used more frequently.
A number of reviews exist in literature dealing with analyti-
cal methods used for pharmaceuticals, including NSAIDs, in waters
[12,13]. More specifically, comparison and evaluation of the main
groups of analytical techniques devoted to NSAID analysis in water
samples has been made [14,15].
The trace levels usually found in the environment make an
enrichment step a must prior to instrumental analysis. The tech-
nique most frequently used is solid-phase extraction (SPE) [16–18].
Although this technique reduces the volumes of organic solvent
0021-9673/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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required in comparison with traditional liquid–liquid extraction, it
is rather time-consuming. In recent years, increasing use has been
made of applications that minimize the volume of toxic solvents
required, such as solid-phase microextraction (SPME) [19], solvent
microextraction [20], stir bar sorptive extraction (SBSE) [21], and
membrane extraction [10].
When determination is carried out with gas chromatography,
the derivatization reactions most frequently used involve silylation
with MTBSTFA (N-methyl-N-(tert-butyldimethysilyl)trifluoro-
acetamide) or MSTFA (N-methyl-N-(timethylsilyl)trifluoroaceta-
mide) [18,22,23], and alkylation, using diazomethane [24]. In the
case of diazomethane, the toxicity, carcinogenicity and explo-
siveness of this compound are such that alternative procedures
must be considered. Other derivatization alternatives have been
proposed, such as the use of pentafluorobenzyl halides, in the
presence of a base catalyst [25,26], methyl chloromethanoate
[3] or MeOH in the presence of BF3 [16]. Tetramethylammonium
(TMAH) and trimethylsulphonium (TMSH) hydroxides and tetra-
butylammonium (TBA) salts have also been used to carry out
derivatization in the injection port [27]. In all cases, a previous
extraction of the analytes of interest must be performed from the
aqueous matrix to an organic or hydro-organic medium, which is
usually carried out simultaneously to the enrichment step, and –
with the exception of derivatizations carried out at the injection
port – several later steps of extraction to another organic medium
and extract clean-up are required.
An alternative in which the reaction is carried out in situ in the
aqueous sample is derivatization with a carbodiimide and 2,2,2-
trifluoroethylamine to produce an amide derivative [7]. However,
the limits of detection obtained are high: in the order of mg/L.
In a previous work [28], we reported the use of headspace gen-
eration with an in situ derivatization reaction in the vial of the
headspace sampler for the determination of chlorophenols in aque-
ous samples, using a programmed temperature vaporizer to intro-
duce the sample into the chromatographic system. Our research
team has gained broad experience in the use of this type of injector
for the analysis of compounds in different matrices [29–31]. Thus,
the aim of the present work is to propose a simple method based
on headspace generation for the determination of ibuprofen, as a
typical representative of pharmaceutical compounds, in aqueous
samples. To accomplish this, we propose an in situ derivatization
reaction with MeOH in acid aqueous medium with minimum sam-
ple manipulation, since analyte extraction is not required either
before or after the reaction. To the best of our knowledge, this is the
first time that such an approach has been used for determining this
kind of compounds. Measurements were collected by coupling the
headspace sampler (HS) to a programmed temperature vaporizer
(PTV), a gas chromatograph (GC) and a mass spectrometer (MS).
2. Experimental
2.1. Materials and standard solutions
The ibuprofen employed in this study was supplied by
Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany). Methanol and sulfuric acid
were from Merck (Darmstadt, Germany) and sodium chloride was
from Scharlau (Barcelona, Spain). A stock solution (1000 mg/L in
methanol) of ibuprofen was prepared and stored at 4 ◦C in a refrig-
erator. This solution was used to spike the water samples at the
different concentrations analyzed. Method optimization was per-
formed with deionized water and an ibuprofen concentration of
100g/L.
2.2. Analytical procedure
The whole analytical procedure, including the derivatization
step in the vial of the headspace, PTV-GC injection and separa-
tion of the volatile ibuprofen methyl derivative and MS detection is
schematized in Fig. 1. Experimental conditions are detailed in the
following paragraphs.
2.2.1. Derivatization reaction
NaCl (2.5 g) was added to a 20-mL vial. Then, 5 mL of an aqueous
solution spiked at a given concentration of ibuprofen was added,
followed by 250L of sulfuric acid, to establish a strongly acid
solution, and 200L of methanol, as the derivatization reagent.
The vial was sealed hermetically and place in the headspace sam-
pler.
2.2.2. Headspace
HS sampling was performed with a model 7694 headspace
sampler from Agilent Technologies (Waldbronn, Germany). The
sampling system consisted of a stainless steel needle, a 316-SS
six-port valve with a nickel loop (heated to 120 ◦C), and two
solenoid valves (for pressurization and venting). The experimen-
tal conditions for the HS were as follows: oven temperature:
90 ◦C; equilibration time: 60 min; time between samples: 10.5 min;
high speed agitation; vial pressurization: 0.30 min; vial pressure:
12.5 psi; loop-fill time:0.15 min; loop-equilibration time:0.02 min;
injection time: 1 min. The headspace sampler was coupled to a PTV
injector through a thermostatted transfer line heated to 125 ◦C. The
carrier gas was helium N50 (99.995% pure; Air Liquide).
2.2.3. Programmed temperature vaporization
All experiments were carried out with a PTV inlet (CIS-4, Gerstel,
Baltimore, MD, USA). Three liners for Gerstel CIS-4 (71 mm × 2 mm)
were used: an empty baffled liner and two liners packed with
glass wool or with a chemical sorbent (Tenax-TA). In the optimized
method, solvent vent injection with a liner packed with glass wool
was used. Cooling was accomplished with liquid CO2.
The initial temperature of the injector was set at 70 ◦C. Vent
flow was adjusted to 100 mL/min, and vent pressure to 5.00 psi.
The purge time was set at 1.45 min. The initial temperature of the
liner was maintained for 1.50 min as a safety mechanism so that
the heating ramp would start when the split valve was closed. Once
venting had finished, the split valve was closed and the liner of the
PTV was flash-heated at 12 ◦C/s up to 250 ◦C. The analytes were
then transferred from the liner to the capillary column (0.5 min).
Then, the split valve was opened and the liner temperature was
Fig. 1. Diagram of the whole analytical procedure.
6730 J.L. Pérez Pavón et al. / J. Chromatogr. A 1216 (2009) 6728–6734
Fig. 2. Sequence of events for solvent vent injection.
held at 250 ◦C for 3 min. The experimental conditions are shown
schematically in Fig. 2.
2.2.4. Fast gas chromatography
An Agilent 6890 GC device equipped with a modular acceler-
ated column heater (MACHTM) was used. The module is mounted
outside the conventional GC oven. The column is coiled with an
insulated heating wire and a temperature sensor wire along its
entire length, mounted in a protective case. Column temperature
can be programmed from 5 ◦C above room temperature to the
maximum permitted by the column, at a maximum heating rate
of 1800 ◦C/min. Fast cooling is performed by a set of ventilators
mounted underneath each column module [32]. To perform the
gas chromatography measurements, a low polarity DB-VRX capil-
lary column (20 m × 0.18 mm × 1m, working range −10 to 260 ◦C)
from J&W Scientific (Folsom, CA, USA) was used. The carrier gas
was helium N50 (99.995% pure; Air Liquide). The dimensions of the
column, together with control of the carrier gas flow and that of
the temperature ramps in the oven allowed fast chromatography
separation modes to be used.
The column oven temperature program (starting simultane-
ously with the PTV injection into the chromatograph column)
involved an initial temperature of 90 ◦C for 2 min and an increase
at 210 ◦C/min to 240 ◦C, then holding for 2.29 min (Fig. 2). The con-
ventional GC oven served as a heated interface for the transfer
lines and was set to a constant temperature of 250 ◦C. The total
chromatographic run time was 5 min.
2.2.5. Mass spectrometry
The detector was a quadrupole mass spectrometer (HP 5973N).
It was operated in the electron-impact mode using an ionization
voltage of 70 eV. The ion source temperature was 230 ◦C, and the
quadrupole was set to 150 ◦C. A solvent delay of 2.5 min was estab-
lished, during which the filament was turned off to protect it
from the arrival of the solvent. The m/z range in the scan mode
was 25–250 amu; the scan rate was 5.98 cycles/s, and the abun-
dance threshold value was set to 0. This was the acquisition mode
used for the different optimization studies. Ibuprofen was identi-
fied by comparison of the experimental spectra with those of the
NIST’98 database (NIST/EPA/NIH Mass Spectra Library, version 1.6).
In selected ion-monitoring mode (SIM), a single group of ions was
used, containing the characteristic ions of the ibuprofen methyl
derivative (161, 177, 220). The ions were acquired with a dwell-
time of 10 ms.
2.2.6. Data analysis
Data acquisition was performed with Enhanced ChemStation,
G1701EA Ver. E.00.00.202 software from Agilent Technologies
[33].
3. Results and discussion
3.1. Variables affecting HS generation and the derivatization
reaction
First we studied the effect of shaking the vials in the headspace
sampler during the reaction and equilibration period. The signals
obtained with and without shaking were compared, an increase in
the analytical signal of 45% being observed when the vials were
shaken.
The variation in the activity coefficient ( i) was studied by mod-
ifying the sample matrix. In the case of aqueous samples and polar
analytes, this effect is achieved by adding an electrolyte to the
medium (salting-out). A study was made of the effect of the addition
of the electrolyte (NaCl) to the vials at three concentration levels:
without NaCl; 1.0 g in 5 mL, and 2.5 g in 5 mL (supersaturation). The
best results were obtained under supersaturation conditions, with
an 88% increase in the signal with respect to the conditions without
NaCl and a 49% increase with respect to the intermediate situation.
Regarding the variables affecting the derivatization reaction,
these were the concentration of acid, the concentration of deriva-
tization reagent (MeOH), the temperature and the time used in the
headspace oven during which the chemical reaction took place,
and the volatiles passed to the headspace. Fig. 3 shows the results
obtained for these variables (except for temperature).
Upon choosing the acid to be used, it was decided to select one
that was not volatile, since in this method headspace generation
was used. Although the determination of ibuprofen has been car-
ried out previously [16] with MeOH in the presence of BF3, it is not
possible to use this acid because it is volatile (bp: −100 ◦C). The
same is the case of alternatives such as BCl3 (bp: 12.5 ◦C) or HCl,
which is a gas. Accordingly, it was decided to work with H2SO4,
which is not volatile (bp: 340 ◦C).
Regarding the volume of sulfuric acid, the values studied were
between 100 and 1000L. It was found that the signal showed
similar values up to 500L, thereafter decreasing. A final working
volume of 250L was selected.
As for the derivatization reagent, different amounts of methanol
ranging between 100 and 500L were added. We decided to work
with200L, as itwasobserved thatno significant changesoccurred
in the analytical signal from this value on.
Regarding the temperature, different values were studied, with
a maximum of 90 ◦C, the selected one, which is an adequate value
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Fig. 3. Influence of derivatization reaction variables. Each point represents the mean
value of three measurements. Error bars denote standard deviations.
Fig. 4. Signal-to-noise ratio obtained for the ibuprofen methyl derivative for differ-
ent initial venting temperatures anddifferent liners. Columns representmeanvalues
(n = 3); error bars denote standard deviations. Dotted columns: empty baffled liner;
solid columns: glass wool liner; empty columns: Tenax-TA liner.
for headspace generation in aqueous systems. For lower values, the
signal decreased.
Finally, we studied the time during which the vials were heated
in the oven in the 15–120 min range. A time of 60 min was cho-
sen since this afforded a sufficient and reproducible signal. At
longer times, the increase was not so marked, and reproducibil-
ity decreased to a considerable extent. Although this time (60 min)
may seem somewhat long, it should be noted that we were using an
oven with six positions, allowing the simultaneous heating of sev-
eral different vials. In this way, it was possible to overlap headspace
generation times, such that after the first 60 min it was possible to
analyze each sample in 10.5 min, after 5 min of chromatographic
analysis and 5.5 min of recovery of the initial conditions of the
system.
3.2. PTV-GC-MS
3.2.1. Optimization of the programmed temperature vaporizer
3.2.1.1. Liner used. We first carried out a comparative study of the
signals obtained with three types of liners in the PTV in the solvent
vent mode. The liners employed were an empty baffled liner and
two linersfilledwithdifferentmaterials (glasswool, andTenax-TA).
Different initial or venting temperatures in the PTV were studied for
each type of liner. These temperatures were 0, 10, 35, 60 and 90 ◦C
for the empty and glass wool liners, and 0, 10, 35, 60, 90, 110 and
130 ◦C for the liner filled with Tenax-TA, as this polymer retains
Fig. 5. Comparison of chromatograms obtained with a Tenax-TA liner (dotted line) and a glass wool liner (solid line).
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the analyte more strongly. The venting and injection times were
set at 1.65 and 1 min, respectively, and venting flow was fixed at
50 mL/min. As may be seen in Fig. 4, in all cases the signal-to-noise
ratio increased with the rise in temperature up to a certain value,
afterwhich itdecreased, because theanalytebegan tobeeliminated
in the venting step. In the case of the Tenax-TA liner, the decrease
was not very pronounced, since analyte retention in this liner was
greater than in the other two. The best signal-to-noise ratios were
obtained with the packed liners.
However, on analyzing the chromatograms obtained for a
derivatized sample of ibuprofen using both types of liners (Fig. 5), it
may be seen that together with the signal of the ibuprofen methyl
derivative those of another compounds also appeared, identified as
linear acids. Although these signals (also detectable in blank sam-
ples) did not interfere in those of the analyte, their magnitude was
greater in the case of the Tenax-TA liner, such that in the optimized
method we decided to use the glass wool-packed liner.
3.2.2. Optimization of solvent vent injection in the programmed
temperature vaporizer
To check that the injection method chosen was the optimum
one, a comparative study was made of the signals obtained with the
solvent vent, split, and splitless injection modes (Fig. 6). In the split
injection mode, the split ratio was from 1:10 and the temperature
of the injector was kept at 250 ◦C. This same temperature was used
in the splitless injection mode, with a splitless time of 2.65 min.
In the solvent vent injection mode, the injector temperature was
kept at 60 ◦C for 1.65 min, with a venting flow of 50 mL/min, after
which the liner was heated to 250 ◦C at a rate of 12 ◦C/s. It was
observed that the maximum signal was obtained with the solvent
vent injection mode, such that this was accepted the optimum one.
The variables that can be optimized in the solvent vent injection
process are venting temperature, venting flow, venting time and
injection time. To study the effect of these variables and of their
interactions on the analytical signal, a Box–Behnken experimental
design was used. This allows the generation of response surfaces
by using three levels for each of the factors studied. Table 1 shows
the design matrix. It comprises 25 combinations of the levels con-
sidered. In all cases, a water sample spiked at the laboratory with a
concentration of 100g/L of ibuprofen was used. Each of the exper-
iments was performed in duplicate so as to be able to detect lack
of fit of the data in the model generated. The response chosen was
the peak area for the m/z 161 ratio corresponding to the base peak
of the spectrum of the ibuprofen methyl derivative.
Using the response values and factors, we tested four data-
fitting models: linear (including only the variables); quadratic
(including the variables and their squares), quadratic (including
Fig. 6. Comparison of the splitless, split (1:10), and solvent vent injection modes
using the glass wool liner. Each column represents the mean value of three mea-
surements; error bars denote standard deviations.
Table 1
Box–Behnken experimental design matrix.
Experiment Factors
A (min) B (min) C (◦C) D (mL/min)
1 0.5 1.1 50 65
2 1.0 1.1 50 65
3 0.5 1.8 50 65
4 1.0 1.8 50 65
5 0.5 1.45 30 65
6 1.0 1.45 30 65
7 0.5 1.45 70 65
8 1.0 1.45 70 65
9 0.5 1.45 50 30
10 1.0 1.45 50 30
11 0.5 1.45 50 100
12 1.0 1.45 50 100
13 0.75 1.1 30 65
14 0.75 1.8 30 65
15 0.75 1.1 70 65
16 0.75 1.8 70 65
17 0.75 1.1 50 30
18 0.75 1.8 50 30
19 0.75 1.1 50 100
20 0.75 1.8 50 100
21 0.75 1.45 30 30
22 0.75 1.45 70 30
23 0.75 1.45 30 100
24 0.75 1.45 70 100





the variables and the interactions among them) and quadratic
(including the variables, their squares and the interactions among
variables). Only the model including the variables, their squares
and the interactions among them failed to show a lack of fit.
As may be seen in Table 2, the significant variables for that model
are the venting time, the venting flow, the interaction between
temperature and the venting flow, and the squares of the venting
time and the venting flow. The main effect of increasing the vent-
ing temperature was an increase in the analytical signal. In the case
of venting flow, when this was increased the signal also increased
up to a certain value, thereafter decreasing. However, these effects
are not sufficient to account for the way in which these variables
affect the response since, owing to the interactions, the effect of the
factors depends on the value taken by the other variable.
Table 2
Results of the experimental design.
Multiple correlation: 0.897 (cal)
R-Square: 0.804 (cal)
Predicted max point value: 5.258 × 106
p-Value Coefficients
Intercept 0.0053* 2.159 × 106
A 0.1376 6.375 × 105
B 0.7522 −9.535 × 104
C 0.0000* 5.364 × 104
D 0.0226* 7.148 × 103
AB 0.7247 −3.159 × 104
AC 0.9325 −7.586 × 103
AD 0.5287 −5.661 × 104
BC 0.5346 5.580 × 104
BD 0.9886 −1.283 × 103
CD 0.0017* 3.029 × 105
AA 0.2383 −1.271 × 105
BB 0.0026* −3.437 × 105
CC 0.2408 −1.264 × 105
DD 0.0029* −3.394 × 105
* Most significant variables and interaction effects (p < 0.05).



















































































































































































Fig. 7. Experimental design surface. Theventing timeand injection timevalueswere
fixed at 1.45 and 0.5 min, respectively.
Tovisualize theeffectof the interactions, response surfaceswere
used. Fig. 7 shows the response surface for the m/z 161 ratio as a
function of temperature and venting flow. The injection time and
the venting time were set at 0.5 and 1.45 min, respectively. It may
be seen that on increasing the temperature, the analytical signal
also rose for all venting flows assayed. This increase was not very
pronounced in the case of low venting flows, showing a similar
trend to that previously observed in Fig. 4. The optimum conditions
were obtained when the temperature and venting flow lay in the
65–70 ◦C and 80–100 mL/min ranges, respectively.
In light of the results obtained with the experimental design, the
values selected were 0.5 min for the injection time; 1.45 min for the
venting time; 70 ◦C for the venting temperature, and 100 mL/min
for the venting flow.
3.3. PTV-fast-GC-MS method evaluation
Table 3 shows some of the properties of ibuprofen, together with
the analytical characteristics of the proposed method. A calibration
curve was obtained with eight concentration levels, ranging from
0 to 10g/L. Each level was analyzed in duplicate in SIM mode.
The peak area obtained on extracting the m/z 161 ratio was used as
the analytical signal. The calibration model displayed linear behav-
ior. The validity of the model generated was checked using ANOVA
analysis, and it was observed that the model generated did not
exhibit any lack of fit. The value of the correlation coefficient (R2)
was higher than 0.99.
In order to study the reproducibility of the process, two water
samples spiked at two levels (4.0 and 10g/L) were analyzed on
the same day (5 replicates) and on the following 2 consecutive days.
The results, as relative standard deviation (RSD, %), are showed in
Table 3. RSD values (%) were found to be not higher than 6.32, in the
case of intra-day reproducibility, and 9.82, in the case of inter-day
reproducibility.





where  is the standard deviation obtained upon measuring repli-
cates of a sample with an S/N ratio of approximately 3, and S is the
slope of the calibration curve.
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where  and S are the same parameters as in the previous equation.
The limits of detection and quantification obtained were
satisfactory, with a low sample requirement (5 mL). No preconcen-
tration step was necessary, sample manipulation being minimum.
Lower detection limits have been reported in literature, but in most
such cases a prior preconcentration step in solid-phase was per-
formed, using a large volume of sample (about 1000 mL) [16,24,27].
The predictive capacity of the model was checked by spiking
two water samples with 4.0 and 10g/L of ibuprofen. The results
obtained (given as 95% confidence intervals) were satisfactory,
3.5 ± 0.8 and 9.3 ± 0.9g/L, respectively.
4. Conclusions
Here we propose a rapid and sensitive method for the deter-
mination of the emerging pollutant ibuprofen in aqueous samples
by coupling a headspace sampler to a programmed temperature
vaporizer injector with a gas chromatograph and a mass spectrom-
eter, using an in situ derivatization reaction in aqueous medium in
the HS vial. This instrumental configuration has the advantage that,
as from the mixing of the reagents in the HS vial, the whole pro-
cess takes place on-line, with the consequent reduction in errors
associated with sample manipulation.
The method is fast: after the first hour of equilibration of the
vials it is possible to analyze a sample every 10.5 min. The method
is also sensitive, the limits of detection and quantification achieved
are good, taking into account that an in situ derivatization method
in aqueous medium with no previous preconcentration step is pro-
posed.
The analytical characteristics of the method, with LODs of
0.23g/L, would make it appropriate for the analysis of ibupro-
fen in urban waste water, in which concentrations of the drug of
the order of g/L have previously been found.
Acknowledgements
The authors acknowledge the financial support of the DGI
(CTQ2007-63157/BQU) and the Consejería de Educación y Cul-
tura of the Junta de Castilla y León (Project SA112A08) for this
research.
Casas Ferreira A.M. acknowledges an FPU grant from the Spanish
Ministry of Education.
References
[1] M. Petrovic, S. Gonzalez, D. Barcelo, Trends Anal. Chem. 22 (2003) 685.
[2] B. Halling-Sorensen, S. Nors Nielsen, P.F. Lanzky, F. Ingerslev, H.C. Holten
Lützhoft, S.E. Jorgensen, Chemosphere 36 (1998) 357.
[3] S. Weigel, U. Berger, E. Jensen, R. Kallenborn, H. Thoresen, H. Hühnerfuss,
Chemosphere 56 (2004) 583.
[4] A. David, K. Pancharatna, Environ. Toxicol. Ecol. 27 (2009) 390.
[5] E.Z. Dajani, K. Islam, J. Physiol. Pharmacol. 59 (2008) 117.
[6] M. Taghian, T.A. Tran, S. Bresson-Hadni, A. Menget, S. Felix, E. Jacquemin, J.
Pediatr. 145 (2004) 273.
[7] Q.L. Ford, J.M. Burns, J.L. Ferry, J. Chromatogr. A 1145 (2007) 241.
[8] C.G. Barreiro, M. Lores, M.C. Casais, R. Cela, J. Chromatogr. A 993 (2003) 29.
[9] R. Hamuodova, M. Pospisilova, J. Pharmaceut. Biomed. 41 (2006) 1463.
[10] S. Müller, M. Möder, S. Schrader, P. Popp, J. Chromatogr. A 985 (2003) 99.
[11] W. Ahrer, E. Scherwenk, W. Buchberger, J. Chromatogr. A 910 (2001) 69.
[12] C. Hao, X. Zhao, P. Yang, Trends Anal. Chem. 26 (2007) 569.
[13] M. Kostopoulou, A. Nikolaou, Trends Anal. Chem. 27 (2008) 1023.
[14] M. Farré, M. Petrovic, D. Barceló, Anal. Bioanal. Chem. 387 (2007) 1203.
[15] M. Farré, M. Petrovic, M. Gros, T. Kosjek, E. Martinez, E. Heath, P. Osvald, R.
Loos, K. Le Menach, H. Budzinski, F. De Alencastro, J. Müller, T. Knepper, G. Fink,
T.A. Tenes, E. Zucatto, P. Kormali, O. Gans, R. Rodil, J.B. Quintana, F. Pastori, A.
Gentili, D. Barceló, Talanta 76 (2008) 580.
[16] S.S. Verenitch, C.J. Lowe, A. Mazumder, J. Chromatogr. A 1116 (2006) 193.
[17] S. Zorita, B. Boyd, S. Jönsson, E. Yilmaz, C. Svensson, L. Mathiasson, S. Bergström,
Anal. Chim. Acta 626 (2008) 147.
[18] A. Sebók, A. Vasanits-Zsigrai, Gy. Palkó, Gy. Záray, I. Molnár-Perl, Talanta 76
(2008) 642.
[19] Möeder, S. Schrader, M. Winkler, P. Popp, J. Chromatogr. A 873 (2000) 95.
[20] J. Wu, H.K. Lee, J. Chromatogr. A 1092 (2005) 182.
[21] A.R.M. Silva, F.C.M. Portugal, J.M.F. Nogueira, J. Chromatogr. A 1209 (2008)
10.
[22] R. Gibson, E. Becerril-Bravo, V. Silva-Castro, B. Jiménez, J. Chromatogr. A 1169
(2007) 31.
[23] A. Togola, H. Budzinski, Anal. Bioanal. Chem. 388 (2007) 627.
[24] S. Öllers, H.P. Singer, P. Fässler, S.R. Müller, J. Chromatogr. A 911 (2001)
225.
[25] V. Koutsouba, Th. Heberer, B. Fuhrmann, K. Schmidt-Baumler, D. Tsipi, A. Hiskia,
Chemosphere 51 (2003) 69.
[26] J.T. Yu, E.J. Bouwer, M. Coelhan, Agric. Water Manage. 86 (2006) 72.
[27] W.C. Lin, H.C. Chen, W.H. Ding, J. Chromatogr. A 1065 (2005) 279.
[28] J.L. Pérez Pavón, A.M. Casas Ferreira, M.E. Fernández Laespada, B. Moreno
Cordero, J. Chromatogr. A 1216 (2009) 1192.
[29] J.L. Pérez Pavón, M. del Nogal Sánchez, M.E. Fernández Laespada, B. Moreno
Cordero, J. Chromatogr. A 1202 (2008) 196.
[30] J.L. Pérez Pavón, S. Herrero Martín, C. García Pinto, B. Moreno Cordero, J. Chro-
matogr. A 1194 (2008) 103.
[31] J.L. Pérez Pavón, M. del Nogal Sánchez, M.E. Fernández Laespada, C. García Pinto,
B. Moreno Cordero, J. Chromatogr. A 1141 (2007) 123.
[32] A. Hoffmann, B. Tienpont, F. David, P. Sandra, Application Note 6/2006, Gerstel,
Mülheim an der Ruhr, Germany.




GENERACIÓN DE ESPACIO DE CABEZA CON 
UNA REACCIÓN IN SITU  UTILIZANDO 
CARBODIIMIDAS PARA LA 
DETERMINACIÓN DE IBUPROFENO EN 
MUESTRAS ACUOSAS 
V I  Deter mi n a ci ón de ibupr ofe n o en agua . For ma ci ón de una amid a   
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1. INTRODUCCIÓN  
L a etapa de prepar aci ón de  muestr a es la más cont am i nant e y la que 
requi er e un mayor tiem po de trab aj o de tod o el proceso analí ti co, así com o 
la fuent e del mayor númer o de err or es. La util izaci ón de la gener aci ón de 
espacio de cab eza  (HS)  r esuel v e muchos de est os probl em as, mini mi zand o  
est a etapa . Sin emb ar go, en muchos casos, los lími t es de det ecci ón 
alcanzados son insufi ci ent es par a la det ecci ón de los anal it os de int er és [1]. 
Cuand o est o ocur r e, una posib il id ad impl i ca la uti li zaci ón de  inyect or es  de 
temper at ur a progr am ad a (PTV ), los  cual es , medi ant e el mod o de inyecci ón 
solvent-vent, per mi t e n  la elim inación del disol v ente y de los anali t os más 
voláti l es que los com puest os de int er és . Otra posi bi li dad rad i ca en la 
for maci ón de deriv ados m ás voláti l es, med iant e  la util izaci ón de reacciones 
de deri v at izaci ón [2], que per mi t en  la util ización de est a técni ca par a 
aquell os com puest os que, en pri nci pi o, no pod r ían ser anal izados com o 
consecuenci a de su baja vol atil id ad.  
Se han util izado var i os t ipos de reacci ones de deri vat i zaci ón en muest r as 
acuosas cuand o se trabaj a con gener aci ón de espacio de cab eza en sus 
diferent es mod ali d ad es, incl uyend o  gener aci ón de espaci o de cab eza  
est áti ca ( S HS) o combi nad a con la micr oextr acci ón en fase sól id a (SPME )  o 
la micr oext r acci ón en una got a (SDME ) . Las reacci ones de aceti lación con 
anhí dr id o acéti co en medi o bási co se han util izado de form a habi tual para 
compuest os fenól icos [3,4]. Otr o s  tipos de react iv os  propuest os , en funci ón 
del grupo funci onal con el que se est é trab aj and o, han sido:  pent afluor o 
benzal d ehid o par a ami nas [5], 2,4- d i ni tr ofeni l hi dr azi na par a carb onil os [6], 
tet ra eti l b or at o de sod io par a com puest os organo est ánni cos [7] y 
tet rafenil bor at o só di co par a com puest os orga nico m er cú ri c os  [8].  Para 
áci dos carb oxíl icos, se ha propuest o met anol en medi o ácid o [9- 11], 
dim eti l sul fat o [12] o bromur o de bencil o [13].  
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Hast a est e mom ent o, no se ha encontr ado en bibl iog rafí a ninguna 
apli caci ón en la que se util i ce de form a comb i nad a la gener aci ón de espaci o 
de c ab eza est át i ca con una reacci ón muy común par a áci dos carb oxíl i cos, 
for maci ón de amid as con la uti li zaci ón de car b od iim id as com o agent es de 
cond ensaci ón.  
Las carb od ii mid as se han util i zad o ampli am ent e com o reacti vos para 
prom ov er las reacci ones de cond ensa ción, par ti cular ment e par a la sínt esi s 
de pépti dos [14]. Dentr o del cam po de la Quími ca Analí ti ca y B ioanalí ti ca, 
se ha n  utili zad o para la inm ov il i zación cov al ent e de prot eí nas en difer ent es 
tipos de elect r od os [15,16] y  nanop art í cul as [17].  
Com o react iv os  de deri v at izaci ón, en un pri nci pi o, se uti li zar on 
car bodi imi d as insol ub l es en agua [18- 20], lo que est abl ecí a la necesid ad de 
una etapa de ext r acci ón previ a a la reacci ón. La util izaci ón de car bodi im id as 
sol ubl es en agua permi t e llevar a cab o la reacci ón in situ , sin un paso de 
ext r acci ón prev i o. En este sent id o, se han publ icado vari os trab aj os en los 
que util i zan una carb od iim id a solubl e en agua, 1- [3 - (d im eti lami no)pr op il ] -
3- et il car b od iim id a (EDC). El post eri or anál i si s inst rum ent al de los anal it os 
deri v at izados se llev a a cab o med iant e crom at ografí a de líqui d os [21,22], 
crom atog rafí a ióni ca de alt a presi ón [23]  o crom at ogr afí a de gases [24]. En el 
últim o caso, es necesar ia la ext racción líquid o - lí quid o de las amid as  
for mad as  con un disolv ent e orgáni co , ant es de su anál i si s cromat og r áfi co.  
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2. OBJETIVO  
En el capít ul o ant eri or se propuso una reacci ón de meti lación in situ en el 
vial de HS par a la det erm i nación de ibupr ofeno (áci do 2- (p - i sobuti l feni l ) 
propi óni co) en muestr as acuosas. Com o sist em a de inyecció n del espaci o de 
cab eza en el sist em a crom atog ráfi co, se util i zó un inyect or de tem per atur a 
progr am ad a (PTV ). 
En el present e trab aj o se propone un enfoque simil ar , con la for maci ón 
de una amid a como der ivad o, uti li zand o una car bod ii mi da sol ubl e en agua, 
1- [3 - (d im eti lami no)pr op il] - 3- et i lcarb od ii mid a (EDC) y una ami na, 2,2,2-
t r i fl uor oetil am i na (TFE A).  Se vol vi ó a sel eccionar com o anali to el 
ibupr ofeno ent re tod os los NSAI Ds, com o consecuenci a de su frecuent e 
det ecci ón en aguas nat ural es  y de los elevad os niv e l es de concent ración 
encontr ad os  [25,26] . Su presenci a pued e expli carse deb id o a su habi t ual  
prescri pci ón por part e de los med io s  sanit ari os, así com o a su ampli o uso. El 
ibupr of eno se ha incluid o en est udi os desti nad os a una prim er a eval uaci ón 
de la cont a m i naci ón por com puest os farm acéut i cos [27,28].  
Con la  metod ol ogí a  propuest a , no es necesari o llev ar a c ab o ninguna 
etapa de ext racci ón (de un med io acuoso a un medi o orgáni co o hid r o -
or g áni co) ant es del análi sis crom atog ráfi co , com o ocur r e cuand o se uti li zan 
otr o tipo de reacciones frecuent es par a NSAIDs , tales com o sil il aci ones [29 -
32]  o alqui l aci ones [ 33- 35]. Adem ás, la uti li zaci ón de gener aci ón de espaci o 
de cab eza hace que la ext r acci ón líquid o - lí qui do de los der iv ad os sea 
innecesar i a, sim pl i fi cand o el proceso anal ít i co.  
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3. PARTE EXPERIMENTAL  
 
3.1. Materiales, disoluciones estándar y muestras  
E l  áci do 2- (p - i sob ut il fenil)p r opi ó ni co (ib upr ofeno), el clor hid r at o de  1 -
[3 - (d im eti lami no)pr opi l ] - 3- et il car b od iim id a (EDC) y la 2,2,2-
t r i fl uor oetil am i na (TFEA) f uer on sum i ni str ados por Sigm a - Al dr i ch 
(St ei nheim , Alem ani a). El clor ur o sódi co, el hid r og enofosfato disód i co 
dihi dr ato y el ácid o ort ofosfóri co fuer on sum ini st rad os por Scharl au 
(Bar cel ona, España). El acet onit ri lo era de Mer ck (Dar m st ad t , Alem ania).  
Se pr eparó una disol uci ón patr ón de ibuprofeno (2000 mg/L , en 
acet oni tr il o), y se alm acenó a 4 ° C en una nev era. Est a disol uci ón se uti li zó 
par a dopar las muest ras de agua a las difer ent es concentr aci ones 
anali zad as. La optim i zación del métod o se llev ó a cab o c on agua ultr apur a 
(UHQ), obt eni d a con un sist em a de pur i fi cación de agua Wasserl ab 
Ult ramati c (Noái n, España). 
El med i o tam pón uti li zad o en los estudi os de pH fue el descr i to por 
McI llv ai ne y Whi ti ng [36 ]. Los diferent es val or es de pH se obt uvi eron 
mezcl an d o difer ent es propor ci ones de dos disoluci ones acuosas, una de 
áci do cít ri co (0.25 M) y otra de Na 2 HPO 4  (0.50 M). Una vez elegi d o el val or 
ópti mo de pH = 6, se prepar ó un med i o tam pón a est e valor pesando 
Na 2 HPO 4  y disol vi énd olo en agua, hast a una concent r aci ón 0.5 M, ajustand o 
post er i or ment e al pH desead o con H 3 PO 4 .  
El proced im i ent o propuest o se util izó para la det ermi naci ón de 
ibupr ofeno en muest ras de agua de mar (La Cor uña, España) y agua 
resid ual , tant o a la entrad a como a la sal id a de la mism a plant a de 
trat am i ent o de agua resid ual ( EDAR ) de Sal am anca, que ab ast ece  a una 
pobl aci ón de 260 000 hab it ant es.  
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3.2. Reacción de derivatización  
En  un vial de HS de 1 0 mL se añad e n 2.5 g de NaCl . A conti nuaci ón  se 
añad e 0.40 mL de una disol uci ón acuosa de EDC 0.4 M, segui d o de 0.40 mL 
de una disolución acuosa de TFE A  0.4 M  y  0.40 mL de una disol uci ón 
tampón  ( pH = 6 )  0.5 M. Final ment e, se añad en 4.0 mL de una disolución 
acuosa dopad a con ibuprofeno a un niv el de concent r aci ón det erm i nad o. El 
vial se cier ra herm éti c am ent e y se col oca en la bandej a del aut om uest r ead or 
Comb i PAL .  
 
3.3. Generación de espacio de cabeza  
El muest r eo med i ant e gener aci ón de espaci o de cab eza  se l lev ó a cab o 
con el muest reador PAL (CTC Anal yt i cs AG, Zwi ng er , Sui za). El sistema de 
muestr eo cons t a de una band ej a para el anál i si s de 32 m uest ras 
consecuti vas  y un hor no con sei s posici ones. La tem per atur a del hor no se 
mant uvo a 95 ° C  y el tiem p o de equi li br ado  (dur ant e el cual tam bi én tiene 
lugar la reacci ón de deri vat i zación)  se fij ó  en 15 min. Dur ant e este tiemp o  se 
agit ó la muestr a a una vel ocid ad de 750 rpm . Para la inyección del espacio 
de cab eza se uti li zó una jer i nga de 2.5 mL, mant enid a a una tem per at ura de 
130 ° C, fijand o un vol umen de inyecci ón de 2.40 mL. La s  vel oci dad es  de 
lle nad o y de in yección se fij aron en  100 µL/s y 200 µL/s, respecti vam ent e. 
Una vez transcur rid a la  inyección, la jer i nga se limpi ó  con un flujo de heli o 
dur ant e 2 min. El tiemp o ent r e muest r as se fijó en 16 min.  
 
3.4. Inyector de temperatura programada  
Todos los experi m e nt os se llev ar on a cab o con un inyect or de 
temper at ur a progr am ad a, PTV (CI S - 4, Ger st el , Bal ti mor e, MD, USA). Se 
util izó un liner  rell eno de un adsorb ent e quími co (Tenax - T A) (71 mm x 2 
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mm). En el mét od o optimi zad o, se sel ecci onó el mod o de inyección solvent -
vent. El enfri am i ent o del inyect or se llev ó a cabo  util i zand o CO 2  líqui d o.  
La temper at ur a ini ci al del inyect or se fij ó en 142 ° C. El fluj o de vent eo se 
ajustó a 30 mL/mi n, y la presi ón de vent eo a 34.5 kPa. El tiem po de purga se 
fij ó en 1.20 min. La tempe r at ur a ini cial del inyect or se mant uv o dur ant e 1.25 
min, com o mecani sm o de seguri dad para que la rampa de cal entami ent o 
del liner comenzar a una vez que la válv ul a de split  estuv i er a cerr ad a. Una 
vez que ha finali zad o la etapa de venteo, la válv ul a de split  se cierr a  y el 
liner se cali ent a a 12 ° C/s hast a 300 ° C, transfi ri éndose los anal it os desd e el 
inyect or a la col um na (1.5 min). A cont i nuaci ón, la vál vul a de split  se vuelv e 
a abri r , y el  liner se cal ient a hasta 320 ° C  (12 ° C/s), mant eni éndose est a 
tempe r at ur a dur ant e 2 min.  
 
3.5. Cromatografía de gases  
El crom at ógr afo de gases uti li zad o fue un Agi l ent 6890 equi p ad o con 
un a colum na capi lar de baj a pol ar id ad DB - V RX (20 m x 0.18 mm x 1 µm, 
rango de trab aj o - 10 – 260 ° C) de J&W Scienti fi c (Fol som, CA, USA). Com o 
gas por t a d or se util i zó heli o N50 (99.999 % pur eza; Air Liqui d e) .  
El programa de tem per atur as del hor no (que com i enza simult áneam ent e 
con la inyección en el PTV ) impl i ca una tem per at ur a inici al de 50 ° C 
dur ant e 2.70  min, est a te mper at ur a se incr em ent ó  hast a 70 ° C a una 
vel ocid ad de 120 ° C/m in, incr em en t ánd ose post er ior m ent e hast a 200 ° C a 
una vel ocid ad de 70 ° C/mi n,  y, finalm ente, incr em ent ándose hast a 250 ° C a 
una vel oci dad de 45 ° C/m i n,  mant eni énd ose est a temper at ur a  durant e 1.4  
min. Las rampas de te mper at ur a sel ecci onad as son las máxim as per mi ti das 
por la confi g ur ación inst rum ent al uti li zad a. El tiem p o total del 
crom atog rama era  7.20  min.  
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3.6. Espectrometría de masas  
El det ect or util izad o fue un espect r óm etr o de masas de tipo cuadr up olar 
(HP 5973).  Se trab aj ó en la mod al id ad de impact o electr óni co , util izando un 
volt aj e de ionizaci ón  de  70 eV . La tem per at ura de la fuent e de ioni zaci ón era 
250 ° C, y la del cuad r up ol o 150 ° C. El fil am ento se mant uvo apagad o hast a 
el minut o 5.5  min del anál i si s cromat o g r áfi co  ( solvent delay) . E n el mod o de 
adqui si ci ón de datos S can  se regi str aron las rel aciones m/z  entr e 50 y 300 
uma, la vel oc i dad de regist r o se fijó en 5.46  cicl os/seg und o y se sel ecci onó 
un val or umb r al de abund anci a de 0 . Est e mod o de adqui si ci ón se u til i zó 
par a los difer ent es est udios de optim i zación. El ibupr ofeno se identi ficó por 
compar aci ón del espect r o con el obt enid o al inyectar una disol uci ón pat r ón 
del anali to der iv at i zad o. En el mod o de adqui si ci ón SIM,  se sel ecci onó un 
úni co grupo de iones, el cual cont ení a los car act erí st icos del  deriv ado del 
ibupr ofeno (161, 119, 91). La adqui si ci ón de señal es par a cad a ion se real i zó 
con un tiemp o de perm anenc i a de 3 0 ms. La recogi d a de los dat os 
crom atog ráfi cos se reali zó con el soft war e Enhanced Chem St at i on , 
G1701E A Ver . E  00.00.202,  de Agi l ent Technologi es .  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
4.1. Variables que afectan a la generación de espacio de cabeza y a la 
reacción de derivatización  
En la figur a 1 se muest ra el mecani smo descri pt iv o de la reacci ón de 
deri v at izaci ón propuest a  [37] .  
Figura 1: Esquema de la reacción de derivatización del ibuprofeno con la EDC y TFEA  
E l papel de la carb od iim id a es el de agent e de cond ensaci ón par a 
fav or ecer la reacci ón entre el ácid o carb oxíl ico y la ami na, con la for mación 
d e un prod uct o int erm ed i o más reacti v o que el áci d o carb oxíl i co, y la 
for maci ón final de una ami d a com o deri v ad o.  
Se real i zó  una ser ie de experi m ent os prel iminar es con obj eto  de 
opti mi zar las vari abl es que afect ab an a la gener aci ón de espacio de cabeza, 
ut il izando una muest r a de agua dopad a con una concent ración de 




























1er paso: activación del carbono carboxílico con la carbodiimida
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Figura 2:  Estudio de las variables que afectan a la generación de volátiles en el 
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En prim er lugar , se estudió la vari aci ón del coefi cient e de acti vi d ad ( iγ )  
modi ficando la mat ri z de la muestr a. En el caso de muestr as acuosas y 
anali t os polar es, est o se consi g ue añad i end o un elect r ol it o al medi o ( salting-
out). Se reali zó un est udio añadi endo tres cant id ad es  de NaCl a  los vial es : 
sin NaCl , 1.0 g en 5.2 mL y 2.5 g en 5.2 mL ( sob r esat uraci ón ). Los mej or es 
result ados se obt uv i er on baj o las cond i ci ones de sob r esat ur ación , con un 
aum ent o de señal de 372 v eces frent e a la no adi ción  de NaCl , y de 11 veces 
frent e a la situación int erm edi a.  
Respect o a la temper at ur a del hor no, se est udi ar on diferent es val ores: 40, 
60, 80 y 95 ° C. Se sel ecci onó est e últ im o , un valor adecuad o cuand o se 
trab aj a con muestr as acuo sas. Par a val or es inferi or es, la señal dismi nuí a 
drást i cam ent e.  
Final ment e, se est udi ó el tiemp o dur ant e el cual los vial es eran 
cal ent ados en el hor no. El int erv al o  est ud iad o fue de 5 a 90 min. Cab e 
señal ar que, dur ant e est e tiemp o, tiene lugar tant o la g ener aci ón de vol áti les 
com o la reacci ón de deri vat i zación. Se sel ecci onó un val or de 15 min, par a el 
cual se obt enía la m áxim a señal , así  com o buen os val or es de  repet ib il id ad .  
Par a det er mi nar las cond i ci ones más favor abl es  de la reacci ón, se 
opti mi zar on las sigui ent es vari ab l es: ord en de adi ci ón de los reactiv os , pH 
del med i o, y concentr ación de reactiv os de der ivat i zación (EDC y TFE A). 
Tod os los estudi os se real i zar on con una muest r a acuosa dopad a con una 
concentr aci ón de ibuprofeno de 500 µg/L . Los result ados se muest r an  
tambi én  en la figura 2.  
El mecani sm o propuest o par a la reacción impl i ca dos etapas 
consecuti vas, en prim er lugar la acti vación del car b ono que soport a el 
grupo OH p or reacción con la car bodi im id a y, a cont i nuaci ón, la reacci ón 
ent r e la aci l i sour ea int ermed i a (más react iv a que el áci do car b oxí li co) con la 
2,2,2- tr i fl uor oeti lami na. En consecuenci a, en primer lugar se est ud ió si 
exi st ían difer encias ent r e las señal es obt eni das cuand o la reacci ón se llev ab a 
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a cab o en un sol o paso exper im ent al, mezcl and o los reacti v os y el anali to 
sim ul táneam ente, o en dos pasos exper im ent al es ind ep endi ent es, 
añadi endo los react iv os de for m a separ ad a . En el prim er caso ( un  solo paso  
exper im ent al , ver secci ón “Par t e experi m ent al ”, 3.2.), se añadi er on en un 
vial la s disol uci ones de EDC y TFE A, la disoluci ón tam pó n  pH =5, y la 
muestr a acuosa dopad a. El vial se cerr ó herm éti cam ent e, y se agi t ó  dur ant e 
15 min ant es de su anál i si s crom atog ráfi co. En el segund o caso, se añadi ó  
úni cam ent e la disol uci ón acuosa dopad a, la di soluci ón amort ig uad ora y la 
car bodi imi d a. El vial se cer r ó y se agi t ó  dur ant e 5 min con un Vor t ex, 
perm it i end o que t uv i er a  lugar el prim er paso de la reacci ón. El vial v olv ió a 
abri r  par a añad ir la TFE A sobr e el int erm edi o de reacci ón. Se obser vó que, 
cuan d o el proceso tení a lugar en dos pasos  exper iment al es , se prod ucí a una 
dism i nuci ón en la señal analí ti ca del 65 %, por lo que se deci d i ó trab ajar 
mezcl and o los reacti v os y el anali to en un sol o  paso  que, adem ás, 
simpli fi cab an el proceso.  
Respect o al est ud i o de pH, ést e se estudi ó en un interv alo de 2.2 a 9. 
Com o pued e observ ar se en la figura 2, la reacci ón dependí a fuer t em ent e del 
pH, obt eni énd ose la máxi ma señal par a un val or de 6. El tampón fosfat o 
(ver secci ón 3.1.) se ajust ó a est e valor .  
Final ment e, se est udi ó la infl uenci a de la concent r aci ón de react iv o s. La 
est equiom et rí a  de la reacci ón es 1:1, por lo que se decid ió var iar la 
concentr aci ón de EDC y TFE A de for ma sim ult ánea, en un rango de 0.010 a 
1.0 M. Los mej or es result ad os se obt uvi eron par a una c oncent r aci ón 0.40 M, 
la cual se sel eccionó com o concent r aci ón de trab ajo. Se repit i ó el mism o 
exper im ent o para una concent r aci ón de ibupr ofeno de 10 µg/L , 
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4.2. PTV - GC- MS 
 
4.2.1. Optimización del inyector de temperatura programada  
L as vari ab l es opt imi zad as en el modo de inyecci ón solvent-vent fuer on: 
temper at ur a  (A) , tiemp o (B) y fluj o de vent eo  (C). Par a est ud i ar el efect o de 
est as var iabl es, así como de sus posi bl es  int er acci ones, se util izó un diseño 
exper im ent al de ti po Box - B ehnk en. É st e perm it e la generación de 
super fici es de respuest a util izando tres niv el es de cad a fact or (o vari ab l e)  
est udi ad o. En la tab l a 1 se muestr a la matr iz de diseño. En tod os los casos, 
se uti li zar on muestr as de agua dopad as con una concentr aci ón de 
ibupr ofeno de 50 µg/L . Cad a experi ment o se llev ó a cab o por tri pl icado, 
par a pod er est ud iar si el mod el o gener ado presentab a fall o de ajust e. Com o 
fact or respuest a, se sel ecci onó el área de pico obt enid o al extr aer en los 
crom atog ramas la rel ación m/z 161, corr esp ondi ent e al pico base del 
espectr o de masas del der iv ado del ibupr ofeno. El úni co mod el o que no 
presentaba fall o de ajust e era el que incl uí a las vari abl es, sus cuadr ados y 
las int eracciones ent r e ellas.  











A B C 
1 130.0 0.40 65.0 
2 170.0 0.40 65.0 
3 130.0 1.20 65.0 
4 170.0 1.20 65.0 
5 130.0 0.80 30.0 
6 170.0 0.80 30.0 
7 130.0 0.80 100.0 
8 170.0 0.80 100.0 
9 150.0 0.40 30.0 
10 150.0 1.20 30.0 
11 150.0 0.40 100.0 
12 150.0 1.20 100.0 
13 150.0 0.80 65.0 
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Com o pued e obser v ar se en la tabl a 2, tod as las var i abl es consi d er ad as 
par a el diseño exper im ent al , así com o sus cuadr ados e int er acci ones, eran 
signi fi cat iv as, con la excep ci ón del cuadr a d o del tiem p o de vent eo (BB ), lo 
que ind i ca  que la respuesta era lineal respect o a esa vari ab l e.  
Para el caso de la tem per at ur a de venteo, a med id a que aum ent aba, 
tambi én lo hací a la señal , hast a un det er mi nad o valor , a par ti r del cual 
dism i nuí a. Est o se deb e a que, a temper at uras elevad as, el anal it o e ra  
elim inado en la etapa de vent eo. Para el caso del fluj o de vent eo, al 
aum ent ar su val or, la señal dismi nuía, mient ras que par a el tiemp o de 
vent eo, cuand o se aum entab a su val or, aum ent aba tamb i én la señal .  
Tabla 2: Resultados del diseño experimental  
Correlación múltiple: 0.955 (cal) 
R2: 0.912 (cal) 
 valor de p Coeficientes 
Ordenada en 
el origen 
<0.0001 5.911 x 106 
A <0.0001 - 6.849 x 104 
B 0.0090 - 1.010 x 106 
C <0.0001 - 4.532 x 104 
AB 0.0144 - 3.355 x 105 
AC <0.0001 - 7.017 x 105 
BC 0.0010 - 4.696 x 105 
AA 0.0024 - 5.669 x 105 
BB 0.2968 - 1.811 x 105 
CC 0.0020 5.795 x 105 
 
Para visual izar el efecto de las int er acci ones, se uti li zaron super fi ci es de 
respu est a. En la figur a 3 se muestr a  cada una  de las super fi ci es  de las 
int er acci ones observ ad as,  par a la relación m/z 161.  
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Resp ect o a la super fi ci e de respuest a de la  temper at ura de vent eo -
t i em p o de vent eo (AB , figur a 3 a), los mej or es resultad os se obt uv i er on para 
tiem p os de vent eo alt os  y temper at ur as entr e 130 y 150 ° C.  Para la 
super fici e de respuest a tiem p o de vent eo - fl ujo de vent eo (BC , figur a 3b ), la 
máxim a señal se obt uvo par a tiemp os alt os y fluj os bajos. Finalm ent e, par a 
el caso de  la super fi ci e de respuest a de la tem perat ura de vent eo - fl uj o de 
vent eo (AC , figur a 3c ), fue dond e se obser vó la mayor vari aci ón de señal , 
con val or es óptim os para tem per atur as entr e 130 y 150 ° C, y un fluj o de 
vent eo de 30 mL/mi n.  
A la vist a de los result ad os obt eni dos, los valores que gener ab an la 
máxi m a señal fuer on 1.20 min para el tiem po de inyección,  142 ° C par a la 
temper at ur a de vent eo y 30 mL/mi n par a el flujo de vent eo.  
Par a com pr obar que el mod o de inyección elegi do era el más adecuad o, 
se hizo un estudi o compar ati vo de las señales obt enid as con  el mod o de 
inyecci ón splitless cal i ent e ,  split cali ent e y  solvent-vent (figur a 4). En  el modo 
de inyección split  en cal i ent e, la rel aci ón de divi si ón fue  1:5 y la temper at ura 
del inyect or se mant uv o a 300 °C dur ant e tod o el anál i si s. Est a mism a 
temper at ur a se mant uvo en el mod o de inyecci ón splitless en cal i ent e, con 
un tiem p o de splitless de 2.00 min . En el mod o de inyección solvent-vent, las 
condi ci ones sel ecci onad as fuer on las ópt im as obt eni das en el  diseño 
exper im ent al . Tanto en el mod o de inyecci ón sp lit cali ent e com o en el 
solvent-vent, el volum en de inyecci ón fue 2.40 mL. En el mod o de inyección 
splitless cali ent e, el volum en de inyección se fij ó en 250 µL, com o 
consecuenci a del vol um en int er no de los liners utili zad os, que no perm it en  
la  inyecci ón d e vol úm enes mayor es si se qui er e cont r ol ar las condi ci ones de 
presión del crom at ógr afo. La máxim a señal se obtuv o con el modo de 
inyecci ón solvent -vent, por lo que se confirm ó com o el ópt im o.  
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Figura 4:  Comparación de las señales obtenidas para la relación m/z 161 con tres  de los 
modos de inyección permitidos por el PTV: splitless caliente, split caliente ( 1: 5 ) y 
solvent-vent 
4.3. Evaluación del método HS - PTV- GC- MS 
En la tabl a 3 se muestr an las car act erí sti cas anal ít icas del mét od o 
propuest o. Se obt uv o u na  recta de calib r ad o  con doce  niv el es de 
concentr aci ón, ent r e 0.04  y 10 µg/L . Cad a niv el se anali zó por tri pl i cad o en 
el mod o de adqui si ci ón de datos SIM  ( 161, 119, 91) .  Com o señal analí ti ca se 
sel eccionó el área de pico al extr aer la relaci ón m/z 161 de ca d a 
crom atog rama.  
Las rel aci ones m/z sel ecci onad a s son car act er í st ic as del der iv ad o del 
ibupr ofeno, así com o lo  son del ibupr ofeno, indi cand o que la fragm ent aci ón 
de la mol écula ocurr e de una form a sim il ar. En la figur a 5 se muest r an los 
espectr os de masas tant o par a el ibupr ofeno (NI ST ) com o par a el deriv ado 
for mad o (espectr o experim ental ).  
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Figura 5:  Espectros de masas del ibuprofeno y del derivado formado (amida) 
En los cromat og r am as regi str ados en el mod o Scan para el der iv ad o del 
ibupr ofeno se encontr ó el pico mol ecul ar (m/z 287), confir mand o la 
ident id ad del compuesto, aunque no se sel eccionó en el mod o SIM debi do a 
su baj a abundancia. Par a el deri vad o, l a relaci ón m/z 161 cor r esp onde a la 
pér did a del fragment o O=C - NH - CH 2 - CF 3 , mientr as que para el ibupr ofeno, 
est a rel aci ón corr esp ond e a la pérd id a del grupo O=C - OH. Las m/z 119 y 91, 
encontr adas en los espectr os de ambos com puest os, son car act erí st icas de 
compuest os bencí li cos con cad enas alquíl i cas.  
El mod el o de cal ib ración mostr ab a com por t ami ento linea l . La vali dez del 
mod el o se com pr ob ó medi ant e análi si s de vari anza (ANOV A), 
observ ánd ose que no present aba fall o de ajust e. El val or del coefici ent e de 
cor r el aci ón (R 2 ) era superior a 0.99.  
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Se est ud ió la repeti bi li dad  del proceso  a dos niv el es de concentr aci ón, 0.5 
y 5 µg/L , cal cul ándose la desv iación est ánd ar rel ati va (RSD, %) de 10 
répli cas. Los val or es obt eni d os fuer on 6.7 % y 9.2 %, respect iv am ent e.  
Los lím it es de det ecci ón (LD) y cuanti fi cac i ón (LQ) se esti mar on 











dond e σ es la desv iación est ándar (núm er o de répl icas, n =10) de un a  
señal  cor r espondi ente a una relaci ón s eñal /r ui d o de apr oxi mad am ent e 3 , y  S 
es la  pendi ent e de la curva de cali br ado .  
El lím it e de det ecci ón obteni d o fue de 9.6 ng/L, y el de cuanti fi caci ón , 32 
ng/L . Est os val or es se encuentr an entr e los más bajos encont r ad os en 
bib li ogr afía , y son apr op i ad os para la det erm i naci ón de ibupr ofeno en 
agua s super fi ci al es [ 33 ,38].  
Si se com par a n los resultad os obt enid os en el present e trab aj o  con el de 
Ford y col ab or ador es [24], en el cual los aut or es util i zan la mism a reacci ón  
de der iv ati zaci ón, pero con una ext r acci ón líquid o - lí quid o  de los deri v ad os 
for m ad os , prev ia ment e a su inyecci ón en el sistem a crom atog ráfi co, la 
mejor a obt eni d a es muy signi fi cati v a, pasando de LD de 74.8 µM (15.4 
mg/L ) a los ant eri orment e menci onad os. Est a mej or a pued e est ar 
rel aci onad a con la util i zaci ón del mod o de inyección solve nt-vent, así com o a 
la util ización del mod o de adqui si ci ón de datos SIM en el espectr óm etr o de 
masas.  
Además, los valor es de LD y LQ tamb i én mej oran respect o al trabaj o 
descri t o en el capít ul o ant eri or (C apít ulo V , LD 0.23 µg/L ), en el cual la 
reacci ón tení a lugar con metanol en medi o ácido, uti li zand o tam bi én la 
gener aci ón de espaci o de cabeza estáti ca. Adici onalm ent e, el tiem p o 
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requeri do par a gener ar el espacio de cab eza y par a que tenga lugar la 
reacci ón tambi én dism i nuy e, pasand o de 60 min a 15 min.  
L os lím it es de det ecci ón  obt eni dos cuand o se uti li za dim et il sul fat o como 
reacti vo de deri v at izaci ón [12], util izando com o técni ca de extr acci ón la 
micr oextr acci ón en fase sól id a en la mod al id ad espacio de cab eza, son de 
apr oxi mad am ent e 0.3 ng/L . Sin emb ar g o , esta reacci ón presenta la 
desv ent aja de que el reactiv o es altam ent e tóxi co y car ci nog éni co [3 9,40].  
Cuand o la reacci ón de der iv ati zaci ón tiene lugar en medi o orgáni co, los 
lím it es de det ecci ón obt eni d os son del ord en de los ng /L en algunos  casos 
[33 ,35] ; sin emb arg o, es necesari o una etapa de ext r acci ón en fase sól id a 
previ a.  
Par a compr ob ar la exacti tud del mét od o, se dopó agua ultr apur a a tres 
niv el es de concentr ación: 0.50, 2.25 y 5.0 µg/L . En tod os los casos, las 
concentr aci ones pred i chas por el mod el o fuer on  signi fi cati vam ent e igual es 
a las uti li zad as par a dopar las muestr as de agua (tabl a 3). Los val or es de 
recup er aci ones apar ent es, cal cul ad o s como el coci ente entr e la 
concentr aci ón predi cha y la concentr aci ón añad id a (expr esado com o 
por cent aj e), fue ron desd e el 96 % hast a  el 104 %.  
 
4.4. Tiempo de análisis  
L a met odol og í a propuest a en el present e trab aj o requi er e un  tiemp o  tot al 
de 31 min par a el análi si s de la pri m er a muest r a (15 min de reacción y 
gener aci ón de vol át il es; 7.2 min de anál i si s cromatog r áfi co, y en tor no a 8 
min par a que el GC y el PTV se enfrí en desd e la tem per at ura final 
alcanzada (250 ° C y 320 ° C, respect iv am ent e) hast a las cond i ci ones inici al es,  
50 ° C y 142 ° C, respecti vam ent e). Sin emb arg o, una vez transcurr id a esta 
prim er a inyecció n, es posib l e anali zar el resto de las muestr as de una misma 
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secuenci a cad a 16 min, ya que el hor no mul ti posici ón del HS perm it e el 
sol apami ento de est os tiem p os.  
 
4.5. Muestras reales  
Se anal izar on difer ent es tipos de aguas: agua de mar y agua resid ual 
(t omad a tant o a la ent rad a como a la sal id a de la mism a plant a de 
trat am i ent o de agua s  resid ual es ).  No se encontr aron niv el es de ibupr ofeno 
por encim a del lími t e de det ecci ón del mét od o par a el agua de mar y el 
agua resid ual tra t ad a; sin emb arg o, sí se detec t ó  en el agua resi dual de 
ent r ad a (si n trat ar ). En la figura 6 se muest r an los cromat og r am as del agua 
UHQ, agua de mar y agua resi dual trat ada, dopadas a un niv el de 
concentr aci ón de 0.50 µg/L , junt o con el crom at og ram a corr esp ond i ent e al 
agua resid ual de entr ad a (si n dopar ), tant o sin dil ui r como diluid a  en una 
propor ci ón 1:1 con agua UHQ. Est a diluci ón se llev ó a cab o tras obser var se 
que la rep et ib il id ad  de la inyecci ón para el agua brut a  era bast ant e mal a, y 
que al añadi r concent raci ones creci ent es de ib upr ofeno no se prod ucí a 
vari aci ón en la señal anal ít ica. Estos efect os pued en atr ib uir se a la 
compl ej id ad de la muestr a, que alt er a las condi ciones en  las que tienen 
lugar tant o la reacción com o la gener aci ón de voláti l es. Est os efect os pued en 
red uci r se di l uy endo la muest r a con agua ultr ap ur a.  
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Figura 6 :  Cromatogramas de las diferentes matrices estudiadas. Las muestras de agua 
UHQ, agua de mar y agua residual tratada fueron dopadas con una concentración de 
ibuprofeno de 0.50 µg/L. (1) Derivado del ibuprofe no 
Se est udi ó la posib l e exi st enci a  de efect o mat r iz com par and o la 
pendi ent e de la cur v a de cal ib ración en agua ult rapur a, con las obtenid as en 
los tres tipos de agua anal i zad os, dopad os a tres niv el es de concent r aci ón: 
0.50, 2.25 y 5.0 µg/L par a el agua d e mar y el agua resi d ual tratad a, y 5.0, 10 
y 15 µg/L par a el agua resi d ual sin tratar dil ui d a  (tab l a 4) .  
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Tabla 4: Valores de las pendientes obtenidas para cada tipo de agua estudiada 
Muestra Pendiente 
Agua UHQ (67 ± 9) x 104 
Agua de mar (60 ± 7) x 104 
Agua residual tratada (64 ± 7) x 104 
Agua residual sin tratar 
(diluida con agua UHQ, 1:1) 
(34 ± 5) x 104 
 
En cad a caso, se rest ó a la  señal del deriv ado del ibupr ofeno de las 
muestr as de agua dopadas, la cor r esp ondi ent e a los blancos sin dopar , 
present e de form a nat ur al . Par a el agua de mar y el agua resid ual trat ad a, 
no se obser vó la exi st encia de efect o de matr i z. Sin emb ar g o, par a el agua 
resid ual sin trat ar , se obser v ó una dismi nuci ón en la pendi ent e de la rect a 
obt enid a. Com o consecuenci a, par a la cuanti ficación de ibupr ofeno con el 
métod o propuest o, se util i zó cal ibr ación ext er na par a el agua de mar y el 
agua resid ual trat ada, y un prot ocolo de adi ci ón est ánd ar par a el agua 
resid ual sin trat ar . Cad a muestr a se anali zó por tripl icado.  
Par a el caso d el agua de mar y el agua resi dual trat ad a, se predi j er on las 
muestr as dopad as a una concent ración de 0.50 µg/L , obt eni éndose en la  
predi cci ón val or es de 0.48 ± 0.08 y 0.47 ± 0.09 µg/L , respecti v am ent e.  
En el caso del agua resid ual sin trat ar (dil uid a en propor ci ón 1:1 con 
agua ult r ap ura), se cuant i ficó una concentr aci ón de 14 ± 4 µg/L . Est e 
result ado no es sor pr end ent e, ya que el ibupr o feno se uti li za muy 
frecuent em ent e y en algunos casos,  cer ca del 95 % de la dosi s sum ini str ad a 
a los paci ent es se excr eta s in met ab oli zar , elim i nánd ose a trav és de la s 
aguas resid ual es dom ést i cas [41 ].  
Los resul t ad os obt eni d os sugi er en que la efi caci a de elim inación del 
ibupr ofeno en la plant a de trat am i ent o de agua resi d ual es muy elevad a, 
próxim a al 100 %, ya que no se han det ect ado nivel es de ibupr ofeno en el 
agua resid ual tratad a.  
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5. CONCLUSIONES  
En el present e trab aj o se propone la util izaci ón  de una reacci ón de 
deri v at izaci ón in situ para el análi si s de ibupr ofeno  en muest ras acuosas , en 
la mod al id ad de  gener ación de es pacio de cab eza est áti co. Com o react iv os 
de der iv ati zaci ón se ha n  util izado  una car bodi imid a solubl e en agua, 1- [3 -
(d im eti lami no)p r opil ] - 3- eti l car bodi imi d a (EDC)  y la 2,2,2- t ri fl uor oet il am i na 
(TFE A).  
La confi gur aci ón inst r um ental uti li zad a  (HS - PT V - GC - MS)  tiene la 
vent aj a de que, desd e la mezcl a de react iv os en el vial de HS, todo el 
proceso tiene lugar de form a conti nua, con la consig ui ent e red ucción de los 
err or es asoci ados a la mani p ul aci ón de muestr a. La mayor limi tación de 
ampl iar est a met od ol ogí a a ot r os ácid os carb oxíl icos present es en las aguas 
radi ca en que los der ivad os form ad os tienen que ser sufi ci ent em ent e 
voláti l es.  
Se optim i zar on las var iabl es rel aci onad as con la gener aci ón de vol át il es, 
la reacci ón de der iv ati zación y la inyección en el PTV .  El mét od o propuest o 
es altam ent e sensi bl e, obt eni éndose un lími t e de cuanti fi cación  par a el 
anali t o en cuesti ón de 32  ng/L , con buenos val or es de rep et ib ili d ad (RSD 
por deb aj o del 10 %)  y exact it ud  (recup er aci ones apar ent es entr e el 96 % y el 
104 %) . Con e stas  caract erí sti cas , el mét odo es adecuad o par a la 
det er mi naci ón de ibupr ofeno en aguas super fi ci al es y resi duales. En el caso 
de muest ras com pl ej as, es necesar io adoptar un protocol o de adi ción 
est ándar par a la cuant i fi caci ón del anal i to.  
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a b s t r a c t
A method using headspace generation and in situ derivatization with water soluble EDC (1-[3-
(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide) and TFEA (2,2,2-trifluoroethylamine) has been optimized
for the determination of ibuprofen (2-(p-isobutylphenyl)propionic acid), one of the most common non-
steroid anti-inflammatory drug (NSAIDs) residues in surface and wastewater samples. Derivatization
was carried out in the vial of the headspace sampler (HS) in only 15 min, after which instrumental mea-
surements were made with gas chromatography–mass spectrometry (GC–MS). As the injection system,
a programmed temperature vaporizer (PTV) in the solvent-vent injection mode is proposed in order to
increase the sensitivity of the measurements. The effects of the variables affecting HS generation, the
derivatization reaction, and the instrumental PTV conditions were studied. A limit of quantification as
low as 32 ng/L was achieved, and repeatability values were below 10%. Accuracy of the method was eval-
uated using spiked ultrapure water at three concentration levels, obtaining apparent recoveries between
96% and 104%. The proposed method was applied to the quantification of ibuprofen in sea water and
urban wastewater samples.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Sample preparation has been considered the most polluting and
time-consuming step of analytical procedures, as well as one of the
most frequent sources of errors. The use of headspace sampling
solves many of these problems by minimizing sample treatment.
However, in many cases the limits of detection achieved are insuf-
ficient for the detection of the analytes of interest [1]. When this
occurs, one possibility involves the use of programmed tempera-
ture vaporizers (PTV), which, by injection in the solvent-vent mode,
to a large extent allows the solvent and compounds more volatile
than the analytes of interest to be removed. Additionally, the for-
mation of more volatile derivatives by derivatization reactions can
also be used as a step prior to headspace sampling [2], allowing the
use of this technique for compounds for which, owing to their low
volatility, it would not be applicable.
Several derivatization reactions in water samples have been
proposed using headspace sampling in its different modes,
including static headspace (HS), headspace-solid phase microex-
traction or headspace-single drop microextraction. Acetylation
with acetic anhydride in basic medium is commonly used for phe-
∗ Corresponding author. Tel.: +34 923 294483; fax: +34 923 294483.
E-mail address: jlpp@usal.es (J.L.P. Pavón).
nolic compounds [3,4]. Pentafluorobenzaldehyde for the case of
amines [5], 2,4-dinitrophenylhydrazine for carbonyl compounds
[6], sodium tetraethylborate for organotin compounds [7] and
sodium tetraphenylborate for organomercury compounds [8] have
also been proposed. For carboxylic acids, reactions with MeOH in
acidic medium [9–11], dimethyl sulfate [12] or benzyl bromide [13]
have been reported.
To the best of our knowledge, headspace sampling has not yet
been used in combination with another common derivatization
reaction for carboxylic acids: carbodiimide-mediated amide forma-
tion. Carbodiimides have been widely used as reagents to promote
condensation, particularly in peptide synthesis [14]. Within the
fields of analytical chemistry and bioanalysis, they have been used
in the covalent immobilization of proteins on different types of
electrodes [15,16] or nanoparticles [17].
As derivatization agents of carboxylic acids, water-insoluble car-
bodiimides have been used [18–20], pointing to the need to use a
phase-transfer step prior to the derivatization reaction. In contrast,
the use of water-soluble carbodiimides allows the derivatization
reaction to be accomplished without the need for a prior extraction
step. In this sense, several works using a water-soluble carbodi-
imide, 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide (EDC),
have been published, in which later analysis of the derivatized
compounds was carried out with liquid chromatography [21,22],
high-pressure ionic chromatography (HPIC) [23], or gas chromatog-
0021-9673/$ – see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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raphy [24]. In the latter case, a subsequent liquid–liquid extraction
of the amides with an organic solvent was needed prior to the
chromatographic analysis.
In a previous work developed at our laboratory [11], we
reported the use of an in situ methylation reaction in the vial of
a headspace sampler for the determination of ibuprofen (2-(p-
isobutylphenyl)propionic acid) in aqueous samples. A programmed
temperature vaporizer was used to introduce the sample into the
gas chromatographic system.
In the present work we propose a similar approach, using
carbodiimide-mediated amide formation with water-soluble EDC
and 2,2,2-trifluoroethylamine (TFEA). Ibuprofen was again selected
among the NSAIDs due to its frequent detection in environmen-
tal waters and the higher concentrations habitually found [25,26],
probably as a result of its high prescription extent and wide
usage. It has been included in studies aimed to obtain a first
overview of contamination with pharmaceuticals [27,28]. With
the proposed set-up, it is not necessary to implement previous
extraction of the analyte from the aqueous matrix to an organic
or hydro-organic medium, this step being mandatory in the types
of derivatization most frequently used for NSAIDs prior to their GC
analysis, such as silylation [29–32], or alkylation [33–35]. More-
over, headspace sampling makes the liquid–liquid extraction step
of the ibuprofen derivative unnecessary to perform the analy-
sis by gas chromatography, thereby simplifying the analytical
process.
2. Experimental
2.1. Materials, standard solutions and samples
2-(p-isobutylphenyl)propionic acid (ibuprofen), 1-[3-
(dimethylamino) propyl]-3-ethylcarbodiimide hydrochloride
salt (EDC) and 2,2,2-trifluroethylamine (TFEA) were supplied by
Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany). Sodium chloride, di-sodium
hydrogen phosphate dihydrate and ortho-phosphoric acid were
from Scharlau (Barcelona, Spain). Acetonitrile was from Merck
(Darmstadt, Germany).
A stock solution (2000 mg/L in acetonitrile) of ibuprofen was
prepared and stored at 4 ◦C in a refrigerator. This solution was used
to spike the water samples at the different concentrations ana-
lyzed. Optimization of the method was performed with ultra-high
quality water (UHQ), obtained with a Wasserlab Ultramatic water
purification system (Noain, Spain).
The buffer medium used in the pH studies has been described by
McIllvaine and Whiting [36]. The different pH values were obtained
by mixing different proportions of two aqueous solutions, one of
citric acid (0.25 M) and the other of Na2HPO4 (0.50 M). Once the
optimum values of pH 6.0 had been selected, a buffer with that
pH value was prepared by weighing Na2HPO4 and dissolving in
water to a concentration of 0.50 M, adjusting to the desired pH with
H3PO4.
The proposed procedure was used for the determination of
ibuprofen in samples of sea water (from A Corun˜a, N. Spain) and
influent and effluent waters from the main wastewater treatment
plant (WWTP) of Salamanca, with a population of 260,000 inhabi-
tants.
2.2. Derivatization reaction
NaCl (2.5 g) was added to a 10-mL headspace vial. Then, 0.40 mL
of an aqueous solution of EDC 0.40 M was added, followed by
0.40 mL of an aqueous solution of TFEA 0.40 M and 0.40 mL of a
buffer solution at a pH 6.0 at a concentration of 0.50 M. Finally,
4.0 mL of an aqueous solution spiked at a given concentration of
ibuprofen was added. The vial was sealed hermetically and placed
in the headspace sampler.
2.3. Headspace
HS sampling was performed with a PAL autosampler (CTC Ana-
lytics AG, Zwingen, Switzerland). This sampler is equipped with
a tray for 32 consecutive samples and an oven with positions
for six sample vials. Oven temperature was kept at 95 ◦C and the
equilibration time (coincident with the time given to perform the
derivatization reaction) was set at 15 min. During this time, agita-
tion of the sample was performed at 750 rpm. A 2.5-mL syringe at
130 ◦C was used, fixing an injection volume of 2.40 mL. The fill speed
and injection speed were fixed to 100L/s and 200L/s, respec-
tively. After injection, the syringe was cleaned with a flow of He for
2 min. The time between samples was set at 16 min.
2.4. Programmed temperature vaporization
All experiments were carried out with a PTV inlet (CIS-4, Ger-
stel, Baltimore, MD, USA). A Gerstel CIS-4 liner (71 mm × 2 mm)
was used, packed with a chemical sorbent (Tenax-TA). In the opti-
mized method, solvent-vent injection mode was used. Cooling was
accomplished with liquid CO2.
The initial injector temperature was set at 142 ◦C. Vent flow was
adjusted to 30 mL/min, and vent pressure to 34.5 kPa. The purge
time was set at 1.20 min. The initial temperature of the liner was
maintained for 1.25 min as a safety mechanism so that the heating
ramp would start when the split valve was closed. Once venting
had finished, the split valve was closed and the liner of the PTV
was flash-heated at 12 ◦C/s up to 300 ◦C. The analytes were then
transferred from the liner to the capillary column (1.5 min). Then,
the split valve was opened and the liner temperature was increased
at 12 ◦C/s to 320 ◦C, and held for 2 min.
2.5. Gas chromatography
To perform the gas chromatography measurements, an Agilent
6890 GC device equipped with a low polarity DB-VRX capillary
column (20 m × 0.18 mm × 1m, working range −10 ◦C to 260 ◦C)
from J&W Scientific (Folsom, CA, USA) was used. The carrier gas was
helium N50 (99.995% pure; Air Liquide).
The column oven temperature program (starting simultane-
ously with the PTV injection into the chromatographic column)
used an initial temperature of 50 ◦C for 2.70 min; an increase at
120 ◦C/min to 70 ◦C; then an increase at 70 ◦C/min to 200 ◦C, and
finally an increase at 45 ◦C/min to 250 ◦C, then holding for 1.4 min.
These temperature ramps are the maximum ones permitted by the
instrumental configuration employed. The total chromatographic
run time was 7.20 min.
2.6. Mass spectrometry
The detector was a quadrupole mass spectrometer (HP 5973 N).
It was operated in the electron-ionization mode using an ionization
voltage of 70 eV. The ion source temperature was 250 ◦C, and the
quadrupole was set to 150 ◦C. A solvent delay of 5.5 min was estab-
lished, during which the filament was turned off. The m/z range in
the scan mode was 50–300 amu; the scan rate was 5.46 cycles/s,
and the abundance threshold value was set at 0. This acquisition
mode was used for the different optimization studies. Ibuprofen
was identified by comparison with the mass spectrum generated
by a standard solution of the derivatized compound. In selected
ion-monitoring mode (SIM), a single group of ions was used, con-
taining the characteristic ions of the ibuprofen trifluoroethylamide
derivative (161, 119, 91). The ions were acquired with a dwell-time
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of 30 ms. Data acquisition was performed with Enhanced ChemSta-
tion, G1701EA Ver. E.00.00.202 software from Agilent Technologies.
3. Results and discussion
3.1. Variables affecting HS generation and the derivatization
reaction
Fig. 1 shows a descriptive mechanism for the carbodiimide-
mediated derivatization reaction [37]. The role of the carbodiimide
is that of an active coupling agent for the reaction between the car-
boxylic acid and the amine, with the formation of an intermediate
acylisourea and a final ibuprofen amide derivative.
Preliminary experiments were performed in order to study dif-
ferent parameters that might affect the generation of volatiles in
the headspace sampler, at an ibuprofen concentration of 500g/L.
Fig. 2 (upper part) shows the results obtained for the optimization
of headspace generation.
First, the variation in the activity coefficient ( i) was studied by
modifying the sample matrix. In the case of aqueous samples and
polar analytes, this effect can be achieved by adding an electrolyte
to the medium (salting-out). A study was made of the effect of the
addition of the electrolyte (NaCl) to the vials at three concentration
levels: without NaCl; 1.0 g in 5.2 mL, and 2.5 g in 5.2 mL (super-
saturation). The best results were obtained under supersaturation
conditions, with a 372-fold increase with respect to the conditions
without NaCl, and 11-fold with respect to the intermediate situa-
tion.
Regarding the autosampler oven temperature, different values
were studied: 40, 60, 80 and 95 ◦C. The one selected was 95 ◦C,
which is an adequate value for headspace generation in aqueous
systems. For lower values, the signal decreased dramatically.
Finally, the time during which the vials were heated in the oven
was studied in the 5–90 min range. As well as being the time taken
for headspace generation it is also the reaction time. A value of
15 min was chosen, for which the maximum signal observed had
been obtained together with good measurement repeatability.
In order to determine the optimum reaction conditions for
preparing the amide derivative of ibuprofen, the variables studied
were as follows: the addition of reagents, the pH of the medium, and
the concentrations of the derivatization reagents (EDC and TFEA).
These studies were carried out with an aqueous sample spiked at
a concentration of 500g/L of ibuprofen. The results are shown in
the lower part of Fig. 2.
The mechanism proposed for the reaction involves two consec-
utive steps, first the activation by the carbodiimide of the carbon
bearing the –OH group and then the reaction between the inter-
mediate acylisourea (more reactive than the carboxylic acid) with
2,2,2-trifluoroethylamine. Accordingly, a study was first made of
whether there were any differences between the signals generated
upon performing the derivatization in one experimental step, mix-
ing the reagents and analyte simultaneously or in two separated
steps, adding them separately. In the former case (1 experimental
step) (see Section 2.2), the EDC and TFEA reagents, buffer adjusted
to pH 5.0, and the aqueous solution of ibuprofen were added and
the vial was shaken for 15 min before injection into the chromato-
graphic system. In the second case, only the aqueous solution of
ibuprofen, buffer adjusted to pH 5.0, and EDC were added. The vial
was hermetically closed and shaken for 5 min with a Vortex device,
allowing the first step in the reaction to occur. The vial was then
reopened and TFEA was added to the reaction intermediate. We
observed that when the process was carried out in two experimen-
tal steps, a decrease of about 65% occurred in the signal, such that it
was decided to work in the first conditions, which were also simpler
to implement.
With respect to the study of pH, this was performed in the pH
2.2–9.0 range. As may be seen in Fig. 2, the reaction was strongly pH-
dependent, and the optimum signal was obtained for a pH value of
6.0. Phosphate buffer (see Section 2.1) was chosen to fix this value.
With regard to reagent concentrations, since the reaction stoi-
chiometry is 1:1 it was decided to vary the concentrations of both
EDC and TFEA simultaneously, after which we studied values of
0.010, 0.040, 0.10, 0.40 and 1.0 M. The best results were obtained
for a concentration of 0.40 M, which was selected as the working
concentration. The same experiment was performed for a lower
ibuprofen concentration – 10g/L – with the same results.
3.2. PTV–GC–MS
3.2.1. Optimization of the programmed temperature vaporizer
The variables optimized in the solvent-vent injection process
were venting temperature, venting time, and venting flow. To study
the effect of these variables and of their interactions on the ana-
lytical signal, a Box–Behnken experimental design was used. This
allows the generation of response surfaces by using three levels for
each of the factors studied. In all cases, a water sample spiked at
the laboratory with a concentration of 50g/L of ibuprofen was
used. Each of the experiments was performed in triplicate so as to
be able to detect any lack of fit of the data in the model gener-
ated. The response chosen was the peak area for the m/z 161 ratio
corresponding to the base peak of the spectrum of the ibuprofen
derivative. Only the model including the variables, their squares
and the interactions among them did not show a lack of fit.
As may be seen in Table 1, all the variables of the experimental
design, together with their squares and interactions, are significant,
with the exception of the square of the venting time variable (BB),
indicating that the response was linear with respect to that variable.
In the case of the venting temperature, as this increased so did
the signal, up to a certain value after which it decreased. This was
probably because at high temperatures the analyte is also removed
in the venting step. In the case of venting flow, on increasing its
value the signal decreased, whereas for venting time, when this
value increased an increase in signal was observed. To visualize
the effect of the interactions, response surfaces were used. Fig. 3
shows the response surfaces for the m/z 161 ratio as a function of
the different interactions observed. Regarding the response surface
of the venting temperature–venting time interaction (AB) the best
results were obtained at high venting times and temperatures in
the 130–150 ◦C range. In the venting time–venting flow interaction
(BC), the maximum signal was obtained for high venting times and
low venting flows.
Regarding the venting temperature–venting flow interaction
(AC), this is where the greatest variation in the signal was observed,
with optimum values for the venting temperature between 130 and
150 ◦C and a venting flow of 30 mL/min.
Table 1
Results of the experimental design.
Multiple correlation: 0.955 (cal) R2: 0.912 (cal)
p-Value Coefficients
Intercept <0.0001 5.911 × 106
A <0.0001 −6.849 × 104
B 0.0090 −1.010 × 106
C <0.0001 −4.532 × 104
AB 0.0144 −3.355 × 105
AC <0.0001 −7.017 × 105
BC 0.0010 −4.696 × 105
AA 0.0024 −5.669 × 105
BB 0.2968 −1.811 × 105
CC 0.0020 5.795 × 105
A: venting temperature (◦C); B: venting time (min); C: vent flow (mL/min).
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1st step: activation of carbon bearing –OH group with EDC
1st
2nd
2nd step: reaction with TFEA for the formation of trifluoroethylamide derivative
1-[ethyl]-3-[3-methylpropyl]-urea



























































































































One step Two steps
Derivatization conditions
Fig. 2. Study of the headspace variables and those of the derivatization reaction.
Fig. 3. Experimental design surfaces showing the interactions between venting temperature and venting time (a), venting flow and venting time (b) and venting temperature
and venting flow (c) for the ibuprofen derivative at a concentration of 50g/L.
Please cite this article in press as: A.M.C. Ferreira, et al., J. Chromatogr. A (2011), doi:10.1016/j.chroma.2011.02.054
ARTICLE IN PRESSG ModelCHROMA-351900; No. of Pages 7
A.M.C. Ferreira et al. / J. Chromatogr. A xxx (2011) xxx–xxx 5
Table 2
Analytical characteristics of the proposed method.
Analyte SIM target ions Intercept Slope LOD (ng/L) LOQ (ng/L) R2 RSD (%) Prediction
0.50g/L 5.0g/L 0.50g/L 2.25g/L 5.0g/L
Ibuprofen 161, 119, 91 (7 ± 6) × 104 (65 ± 2) × 104 9.6 32 0.9958 6.7 9.2 0.48 ± 0.08 2.3 ± 0.3 5.2 ± 0.3
In light of the results obtained with the experimental design,
the values that provided the maximum signal were 1.20 min for the
venting time; 142 ◦C for the venting temperature, and 30 mL/min
for the venting flow.
To check that the solvent-vent injection mode was the optimum
one, a comparative study was made of the signals obtained with
the solvent-vent, split, and splitless injection modes. In the split
injection mode, the split ratio was 1:5 and the temperature of the
injector was kept at 300 ◦C. This same temperature was used in the
splitless injection mode, with a splitless time of 2.00 min. In the
solvent-vent injection mode, the injector conditions were the opti-
mum ones obtained in the experimental design. In both the split
injection mode and the solvent-vent mode the injection volume
was kept at 2.40 mL. In the case of splitless injection, the injection
volume was reduced to 250L as a result of the size of the liner
used, which does not allow greater injection volumes with appro-
priate control of the system. It was observed that the maximum
signal (about four times higher than the other two) was obtained
with the solvent-vent injection mode, such that this was accepted
as the optimum one.
3.3. Evaluation of the PTV–GC–MS method
Table 2 shows the analytical characteristics of the proposed
method. A calibration curve was obtained with twelve concentra-
tion levels, ranging from 0.04 to 10g/L. Each level was analyzed
in triplicate in SIM mode (161, 119, 91). These fragment ions are
characteristic to the ibuprofen trifluoroethylamide derivative, as
well as they are to ibuprofen, indicating that molecule fragmenta-
tion occurs in a similar way. The molecular peak of the derivative
(m/z 287) was also present in its spectrum and it was detected
in the scan mode, confirming the identity of the compound, but
it was not chosen due to its low abundance. For the ibuprofen
trifluoroethylamide derivative the ion 161 corresponds to loss of
the fragment O C–NH–CH2–CF3, whereas for ibuprofen the same
ion corresponds to the O C–OH fragment loss. The m/z ratios 119
and 91, found in both spectra, are characteristic of benzyl com-
pounds with alkyl chains. The peak area obtained on extracting
the m/z 161 ratio was used as the analytical signal. The calibration
model displayed linear behavior. The validity of the model gener-
ated was checked using ANOVA, and it was observed that the model
generated did not exhibit any lack of fit. The value of the correla-
tion coefficient (R2) was higher than 0.99. The repeatability of the
method was studied at two levels – 0.5 and 5g/L – by calculat-
ing the relative standard deviation (RSD, %) for 10 replicates. It was
found to be 6.7% and 9.2%, respectively.
The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)







where  is the standard deviation obtained upon measuring repli-
cates of a sample with an S/N ratio of approximately 3, and S is the
slope of the calibration curve.
The LOD obtained was 9.6 ng/L and the LOQ was 32 ng/L. These
values are among the lowest published in the literature and are
appropriate for the determination of ibuprofen at the concentra-
tions found in surface waters [33,38]. In comparison with the work
of Ford et al. [24], in which the authors used the same derivatization
reaction but with liquid–liquid extraction and direct injection, the
improvement is very significant, passing from 74.8M (15.4 mg/L)
to the values obtained with the proposed method. Such an improve-
ment can be attributed to the use of solvent-vent in the PTV and to
the SIM detection mode in the mass spectrometer detector. Thus,
the limit of detection is improved with respect to that obtained
in a work previously published by our research group [11], (LOD
0.23g/L), in which derivatization was carried out with methanol
in a strongly acid medium, also in the static headspace mode. Addi-
tionally, the reaction time and headspace generation were reduced
from 60 to 15 min. The values obtained when dimethyl sulfate is
used as the derivatization reagent [12] in the headspace mode,
with the use of a microextraction fibre in the solid phase, is around
0.3 ng/L. However, this derivatization reaction has the disadvan-
tage that that dimethyl sulfate is known to be highly toxic and
carcinogenic [39,40].
When the derivatization reaction is carried out in organic
medium, in some cases limits of the order of ng/L are reached
[33,35], but the process involves a prior solid-phase extraction step.
To check the accuracy of the model, ultrapure water samples
were spiked at three concentration levels: 0.50, 2.25 and 5.0g/L. In
each case, the model predicted concentration values that were sig-
nificantly equal to those used to spike the water samples (Table 2).
Apparent recoveries, calculated as the ratio of the measured con-
centration to the spiked concentration (expressed as percentage),
were between 96% and 104%.
3.4. Time of analysis
The methodology proposed in the present work required a time
of 31 min for the analysis of the first sample 15 min for reaction and
the generation of volatiles; 7.2 min for chromatography, and about
8 min to measure the next sample since the column and the PTV had
to be cooled down from the final temperature attained (250 ◦C and
320 ◦C, respectively, to the initial conditions of 50 ◦C and 142 ◦C).
However, as from the first injection, it was possible to analyze each
sample from the same sequence every 16 min, since the multipo-
sition headspace autosampler oven allows an overlapping of these
times.
3.5. Environmental samples
Different types of water samples were analyzed: sea water
and wastewater (taken at the influent and effluent streams of the
same wastewater treatment plant). No ibuprofen was detected at
concentrations above the limit of detection of the method either
in the sea water or effluent wastewater, although by contrast
it was found in the influent wastewater. Fig. 4 shows the chro-
matograms obtained for ultrapure water and for the two samples
not containing ibuprofen, spiked at a level of 0.50g/L, together
with the chromatograms corresponding to the influent wastewater
without dilution and when diluted at a proportion of 1:1 (wastew-
ater/ultrapure water). This dilution was carried out after observing
that for this sample the repeatability in injection decreased con-
siderably and that upon spiking the sample with the analyte no
proportional increase in the analytical signal occurred. These effects
can be attributed to the complexity of the influent wastewater,
which may alter both the conditions under which the derivatiza-
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Fig. 4. Chromatograms obtained in the different types of aqueous matrices studied. The samples of ultrapure water, sea water and effluent wastewater were spiked with
0.50g/L of ibuprofen. (1) Ibuprofen derivative.
tion reaction occurs and those of the headspace generation. These
effects were reduced when the wastewater was diluted with ultra-
pure water.
Matrix effects were investigated by comparing the slopes of the
regression curves obtained in ultrapure water with those provided
by the three water samples spiked with the compounds at three
concentration levels: 0.50, 2.25 and 5.0g/L for sea water and efflu-
ent wastewater samples, and 5.0, 10 an 15g/L for the diluted
influent wastewater sample.
Table 3 shows the slope values obtained for each type of water
studied. In each case, the signal corresponding to the blank was sub-
tracted from the signals of the spiked water samples. For sea water
and effluent wastewater samples, no matrix effect was observed.
However, in diluted influent wastewater samples a significant
decrease in the slope of the calibration straight line obtained was
noted. Therefore, for quantification of ibuprofen with the proposed
method, external calibration was used for the sea water and efflu-
ent wastewater samples, and a standard additions protocol was
adopted for the diluted influent wastewater sample. Each sample
was analyzed in triplicate. The samples of sea water and effluent
wastewater were spiked with 0.50g/L and the concentration val-
Table 3
Slope values obtained for the different types of water studied.
Water sample Slope
UHQ water (67 ± 9) × 104
Sea water (60 ± 7) × 104
Effluent wastewater (64 ± 7) × 104
Influent wastewater (dilution 1:1) (34 ± 5) × 104
ues obtained in their analysis were 0.48 ± 0.08 and 0.47 ± 0.09g/L,
respectively.
For the sample of influent wastewater (diluted at 1:1 (wastew-
ater/ultrapure water)) the quantification of ibuprofen with the
standard additions protocol afforded a concentration of 14 ± 4g/L.
This result is not surprising since ibuprofen is widely used and,
in some cases, almost 95% of the dose given to patients may be
excreted unmetabolized and eliminated in domestic wastewater
[41]. The results obtained suggest that the percentage of elimina-
tion of ibuprofen in the wastewater treatment plant is very high,
close to 100%, taking into account that ibuprofen was not detected
in the effluent sample.
4. Conclusions
Here we optimized an in situ derivatization method in aque-
ous medium for the analysis of ibuprofen in static headspace
mode. 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide (EDC)
and 2,2,2-trifluroethylamine (TFEA) were used as derivatization
reagents. The instrumental configuration used (HS–PTV–GC–MS)
has the advantage that, as from the mixing of the reagents in the
HS vial, the whole process takes place on-line, with the consequent
reduction in errors associated with sample manipulation. The main
limitation to extend this approach to other carboxylic acids present
in waters is that their derivatives have to be volatile enough.
The effects of variables affecting HS generation, the derivatiza-
tion reaction and the PTV instrumental conditions were studied.
The proposed method is highly sensitive, with a limit of quan-
tification of 32 ng/L, allowing the determination of this analyte in
Please cite this article in press as: A.M.C. Ferreira, et al., J. Chromatogr. A (2011), doi:10.1016/j.chroma.2011.02.054
ARTICLE IN PRESSG ModelCHROMA-351900; No. of Pages 7
A.M.C. Ferreira et al. / J. Chromatogr. A xxx (2011) xxx–xxx 7
both surface and wastewater samples with good repeatability (RSD
below 10%) and accuracy values (apparent recoveries between 96%
and 104%). In complex aqueous matrices, it may be necessary to
perform quantification using the standard additions method.
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VII 
DETERMINACIÓN DE PARABENOS, TRICLOSÁN 
Y METIL TRICLOSÁN EN AGUAS UTILIZANDO 
UNA REACCIÓN IN SITU  Y EXTRACCIÓN POR 
ADSORCIÓN EN BARRA AGITADORA CON 
POSTERIOR ANÁLISIS GC-MS  
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1. INTRODUCCIÓN  
L os ester es del áci do p- hid r oxi b enzoico (parab enos) y el 2 - (2,4 -
d i cl orofenoxi ) - 5- cl orofenol (tr icl osán)  son com puest os con propi ed ad es 
bacteri cid as y ant imi cr ob i anas, que se uti li zan fund am entalm ent e en la 
for mul aci ón de prod uct os de cuid ad o per sonal [1].  Adi ci onalm ent e, los 
par ab enos se añad en como conserv ant es a los aliment os envasados y a las 
bebi das. El tri cl osán tambi én se incor p or a com o bioci d a en ropa deport iv a, 
alfom br as, juguet es de plást i co y bat erí as de coci na [2]. Tod os est os uso s 
cont ri buy en a que est e conj unt o de compuestos est én present es de for ma 
hab it ual en el medi o amb ient e.  
Vari os estudi os han dem ost r ad o la capaci dad de los par ab enos de alt er ar 
funci ones fisi ológi cas impor t ant es , tant o en  est udi os sob r e  cul ti v os cel ul ar es 
[ 3] com o en mod el os anim al es in vivo  [4 - 6].  Por otr a par t e , el  inter és por la 
presenci a de tri cl osán en el med i o amb i ent e se deb e a su pot encial tóxi co 
par a algunos organi smos acuát i cos [7]  y a su transform aci ón en otros 
compuest os más tóxi cos, tal es com o clor ofenol es [8], dioxi nas [9], 
fenoxi feno l es tet r a -  y pentacl or ados [10]  y met il triclosán [11].  
S on  vari as  las mat ri ces que se han anal izado en busca de estos 
compuest os: lod os y suel os [12 - 14], aguas [15- 17], pol vo [18], alim ent os [19], 
prod uctos cosm ét i cos [20 - 22] y muestr as biol óg i cas [23,24]. En el caso de 
muestr as acuosas, se han propuest o var ios mét odos util i zand o 
crom atog rafí a de gases (GC) [15], crom at ogr afí a líqui da de alt a resoluci ón 
(HPL C) [25] y elect rofor esi s capi l ar [26], util izand o det ect or es 
conv enci onal es [25,26] o espect romet rí a de masas [15]. Cuando el análi si s se 
llev a a cab o por cromat ogr afí a de gases, es necesar io llev ar a cabo una etapa 
de der iv ati zaci ón prev ia, com o consecuenci a de la elevada pol ari dad de 
est os com puest os.  
Com o cons ecuenci a de los baj os niv eles de concent r aci ón det ect ad os 
hab it ualm ent e en el medi o amb i ent e, se requi er e una etapa  de 
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enr i quecim i ent o prev ia al anál i si s inst rum ent al . La técni ca de ext r acci ón 
más util izada es la extr acci ón en fase sóli da (SPE ) [27- 29]. Se han propuest o 
nuev as alt er nati v as basad as en técni cas de microext r acci ón, tal es com o 
micr oextr acci ón en fase sól id a (SPME ) [15,30], micr oextr acci ón en fase 
líqui da con la util ización de fib ras huecas (HF - L PME ) [31], micr oextr acci ón 
líqui do - lí quid o disper s i va (DLL ME ) [32,33], extr acci ón líquid o - lí quid o 
asi sti d a por memb ranas (MAL L E ) [34] y micr oext r acci ón en una got a 
(SDME ) [20].  
En el año 1999, el grupo de Balt ussen y col ab or adores [35] desarr oll ó  una 
nuev a técni ca de ext racci ón, conoci d a com o ext racci ón p or adsor ci ón en 
barr a agi tador a (SB SE ). Los anali t os son ext raíd os por una bar r a recub ier ta 
con  poli di meti l sil oxano (PDMS),  tam bi én conoci da com o twister, la cual se 
pone en cont act o con la muestr a acuosa que se agi ta  dur ant e un tiem po 
prefij ad o. Los anali t os ext r aí d os son recup er ados, bien por desor ci ón 
líqui da (LD) o por desor ción térmi ca (TD) [36 - 40].  
La det er mi naci ón por cromat og r afí a de gases de com puest os con 
hidr óg enos act iv os implica , norm alm ent e , una etapa de der iv at i zación. Se 
han uti li zad o vari os  tipos de react iv os, tal es como N - m eti l - N - (ter t -
b uti ld im et il sil il )tr i fl uoroacet am id a (MTB STF A)  [30,41], bis(t rim eti l si li l )  
acet am id a (BSA)  [20], anhí dr id o pent afluor op rop ióni co [42] o diazom et ano 
[43].  
La  reacci ó n de aceti laci ón in situ con anhí d r id o acét i co en medi o bási co 
es  las más uti li zad as para com puest os fenóli cos [15,44- 48]. Est a reacci ón 
pued e llevar se a cab o en med io acuoso, en pocos minut os, y con una 
elevad a efi caci a.  
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2. OBJETIVO  
Dent ro de la s  línea s  propuest a s en est a tesi s , e l obj eto del pres ente 
trab aj o es comb inar las vent aj as de la ext r acci ón por SBSE y las de la 
reacci ón de aceti lación in situ , par a el anál i si s  de par ab enos y tri cl osán en 
muestr as acuosas. En este est udi o tambi én se incl uy e el meti l tricl osán, 
com o posib le prod uct o de degr ad aci ón del tri closán.  Est a es la prim era vez 
se apli ca est a met odol og ía par a la det ermi naci ón de est os com puest os en 
matr ices acuosas. Hast a est e mom ento, la util izaci ón de SBSE para la 
det er mi naci ón de par ab enos en muest ras acuosas se limi ta a la publ ic aci ón 
de Ochi ai y col ab orad or es [19], en la que se det erm i nan est os conserv ant es  
en difer ent es tipos de beb id as y sal sas,  sin llevar a cab o reacciones de 
deri v at izaci ón . Par a el caso del tri closán, la ext racci ón por SBSE se ha 
util izado previ am ent e, per o , igualm ent e, sin la utili zaci ón de una reacci ón 
de der iv at i zación [16,22].  
Los anali t os enri queci dos  en la barr a agi t ador a son desorb id os 
térm i cam ent e uti li zand o un sist em a de term odesor ción acopl ado a un 
crom atóg rafo de gases (GC) y a un espect róm et r o de masas (MS). El 
obj et iv o final es desarr ollar un mét od o alt am ent e sensi bl e, rápid o y robust o 
par a la det erm i nación de est os compuestos en matr ices compl ej as, tal es 
com o aguas super fi ci al es o aguas resid ual es.  
   V I I  Deter mi n a ci ón de pa ra be n os , tr icl os á n y meti l tr icl os á n en agua s  
_________________________________________________________________________  
2 0 6  
3. EXPERIMENTAL  
 
3.1. Reactivos, disoluciones estándar y muestras  
E l isopr op il p ar ab eno (iPr P) fue sumi ni st rad o por TCI Europ e 
(Zwij ndr echt, Bél gi ca). El rest o de los par ab enos (meti lp arab eno (MeP), n -
pr opil p ar abeno (nPr P), n - b uti lp arab eno (BuP), benci lp arab eno (BzP)), el  
tricl osán (TCS) y el met il tri c losán (MeTCS) fuer on sum i ni st rad os por 
Sigm a - Ald ri ch (Stei nheim , Alem ani a).  Con la let r a A se asi gnar á a los 
deri v ad os aceti l ad os de los compuestos.  El metanol , clor ur o sód i co, acet at o 
de eti lo, así com o las sal es que propor ci onan el medi o bási co  K 2 CO 3  y 
N aHCO 3  fuer on proporci onad as por Mer ck (Dar m st ad t , Alem ani a). El 
anhí dr id o acét i co (Reag ent Pl us ®) fue sum ini strad o por Sigma Aldr i ch 
(Muni ch, Alem ani a) y la piri di na por Fluka (Darm stad t , Alem ani a).   
Se preparar on disoluciones patr ón  de todos los compuest o s (500 mg/L en 
metanol ), las cuales se mant uvi eron a 4 ° C en una nev er a. Est as disol uci ones 
se uti li zar on par a dopar las muestr as de agua a las difer ent es 
concentr aci ones est udi ad as. Los est ud i os de optim izaci ón se llev ar on a cabo 
util izando 5 mL de muest r a acuosa dopad a con los anal it os a una 
concentr aci ón de 10 µg/L . Para cal cul ar el rendim i ent o del proceso, se 
sint et i zar on  est ánd ar es de los compuest os deri v ati zad os, ya que no est án 
disponib l es com er ci alm ent e . El proceso de deri v at izaci ón tuv o lugar de la  
sigui ent e maner a: sob r e 1 mL de una disoluci ón estánd ar en acet at o de etil o, 
que cont ení a los anali tos a un niv el de concentr ación de 500 mg/L , se 
añadi er on 200 µL de anhí dr id o acét i co y 5 µL de piri di na. La mezcl a se 
agit ó manualm ent e durant e 10 min a te m per at ur a ambi ente. A par ti r de est a 
muestr a se prepar ar on dil uci ones, tamb i én en acet at o de etil o. Par a 
compr ob ar que la transfor mación de los anali t os a sus co rr esp ond ient es  
deri v at izados tení a lugar de for ma cuant it at iv a, est as disoluciones se 
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inyect aro n en un equip o GC - MS. No se detect aron señal es de los 
compuest os no deri v at izad os.  
El procedi mi ent o propuest o se util izó par a la det er mi naci ón de los 
anali t os en muest ras de agua de gri fo (Lei p zi g , Alem ani a) y en muestr as de 
agua resid ual , tant o a la ent r a d a como a la sal id a de la mism a plant a de 
trat am i ent o de aguas resid ual es ( EDAR ) de Lei pzig , una ciud ad con med io 
mil lón de habi tant es.  
 Los twisters para la ext r acci ón fuer on sumi nist r ad os por Ger st el 
(Mül hei m an der Ruhr , Alemani a). Est os consi st en en un a barr a magnét i ca 
con un recubr im ient o de vid ri o, de 10 mm de longi t ud , cub i er to con 22 µg 
de PDMS. Est a capa, de 0.5 mm de espesor , corr esp ond e a un vol um en de 
24 µL de PDMS. Ant es de su prim er uso, los twisters fuer on acondi ci onados 
dur ant e 16 hor as, cal entánd ol os a 250 ° C baj o  un fluj o de nit r óg eno. Se 
anali zar on b lancos de los twisters de for m a  regul ar , par a compr ob ar si 
exi st ía efecto memori a.  
 
3.2. Proceso de derivatización y de extracción  
En un vial de 10 mL se añad en 42 mg de NaHCO 3 , seguid o s  de 5 m L de 
muestr a acuosa dopad a a una concent r aci ón det erm i nad a. A conti nuaci ón 
se añad e  el twister y por últim o  20 µL de anhí dr ido acéti co. El vial se c i er r a  
her m ét icam ent e y la mezcl a se agi t a dur ant e 60 min a una vel oci dad de 1000 
rpm (V ari om ag Mul ti poi nt 6/ 15, H+PL ab or t echni k , Ober schl ei sshei m, 
München, Alem ani a) a tem per atur a amb i ent e. Una vez que tiene lugar la 
ext r acci ón, el twister se reti r a de la mezcl a con ayuda de unas pinzas, se seca 
con papel lib r e de cel ulosa y se col oca en el int eri or de un tub o d e 
term od esor ci ón (Ger st el , Alemani a). Est e tub o se col oca en el int er ior del 
sist em a de term od esor ci ón, dond e los anal it os son desorb id os y som eti dos 
al análi si s crom atog ráfi co .  
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3.3. Instrumentación  
E l anál i si s por crom at ografí a de gases - esp ect r om etr í a de masas,  se llev ó 
a cab o util izand o  un cromat ógr afo Agi l ent 6890 (Agi l ent Technol og i es, Pal o 
Alt o, CA, USA). Para llev ar a cab o el anál i si s TD - GC - MS, se acopl ó al 
crom atóg rafo un sist em a de term od esor ci ón (TDS A). Tod os los 
exper im ent os se llev aron a cab o ut ili zand o un inyect or de tem per at ur a 
progr am ad a  (PTV , CIS - 4), con un liner  vací o, par a focali zar cri og éni cam ent e 
los anal it os de form a previ a a su int r od ucci ón en la col um na 
crom atog ráfi ca. El enfri am i ent o se llev ó a cab o utili zand o nit róg eno líquid o.  
Para  la confir mación de la transform aci ón cuanti tativ a de los com puest os 
en sus der iv ados, se util izó un crom atóg rafo de gases con un sist em a de 
inyecci ón de líqui dos aut om át i co (Agil ent 7683), con un inyect or 
split/splitless conv encional .  
En amb os casos, se u ti li zó un espect róm et ro de masas de tipo 
cuadr up ol o (HP 5973N).  
 
3.4. Condiciones de análisis TD - GC- MS 
L as condi ciones óptim as del proceso  de term odesor ción fuer on las 
sigui ent es: tem per atur a de desor ci ón, 275 ° C; tiem po de desor ci ón, 6 min, y 
fluj o de des or ción, 70 mL/m i n. Dur ant e el tiemp o que tiene lugar el proceso 
de desor ci ón, la temper atur a del PTV se mant uv o a - 10 ° C (en el mod o de 
inyecci ón solvent-vent, vál v ul a de split abiert a) . Una vez que é st e hub o  
finali zad o , la tem per at ura del PTV aum ent ó  desd e - 10 ° C hast a 280 ° C, a 
una vel oci dad de 720 ° C/m i n. Est a temperat ur a se mant uvo  dur ant e 5 min. 
En est e mom ent o, los anali t os fuer on  transfer id os al sist em a crom at og r áfi co, 
en el mod o de inyecci ón splitless cali ent e, fij ando un tiem po de inyecci ón de 
2 mi n.  
V II Deter mi n a ci ón de pa ra be nos , tr icl os á n y meti l  tr icl os á n en agua s   
 _________________________________________________________________________  
2 0 9  
Par a llev ar a cabo el anál i si s crom at ogr áfico, se util izó una col um na 
capil ar HP - 5MS (30 m x 250 µm diám et r o int erno, 0.25 µm espesor de 
pelí cula, Agi l ent J&W colum n, Waldb r onn, Alem ani a). Com o gas port ad or 
se util izó hel i o, con un flujo de 1.2 mL/m i n.  
El progr am a de temperatur as del hor no empezab a con  una tem per at ur a 
ini ci al de 6 0 ° C dur ante 2  min;  est a tem per atur a se incr ement ó hast a 175 ° C 
a una velocid ad de 65 ° C/m i n , incr em ent ánd ose de nuevo hast a 200 ° C a 
una velocid ad de 45 ° C/mi n (mant eniend o es t a temper at ura dur ant e 2 min) 
y alcanzand o final m ent e una tem per at ura de 280 ° C a una vel ocid ad de 40 
° C/m i n, mant eni énd ol a  dur ante 1 min . El espect r óm etr o de masas se util i zó 
en el mod o de adqui si ci ón de datos scan  para los est udi os de opt imi zaci ón, 
regi s t r ánd ose las relaci ones m/z (masa/car ga) ent r e 50 y 350 uma ,  y en el 
mod o de moni t or izaci ón de iones, SIM, par a la cali br ación y el análi si s de  
muestr as real es. Los iones car acterí st icos de cad a com puest o se muest ran en 
la tabl a 1. Se trab aj ó en la mod al i d ad de impact o elect r óni co con un volt aje 
de ioni zaci ón de 70 eV. El filam ent o se m ant uvo apagad o hast a el minuto 
4.50 min del anál i si s cromat ogr áfico .  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
4.1. Reacción de derivatización  
I ni ci al m ent e  se compar aron las señal es obt en id as cuand o se real izab a el 
proceso de ext racci ón sob r e los anali tos sin der ivat i zar , y cuando sí tení a 
lugar la reacci ón de deri v at izaci ón, para compr ob ar la conv eni encia  de 
deri v at izar los co m puestos. Com o pued e observar se en la figur a 1, la 
util ización de una reacción de deri vati zaci ón impl i cab a una mejor a en la 
señal anal ít i ca para todos los compuest os, except o par a el meti l tricl osán, el 
cual no sufr e ninguna alt er ación en el proceso.  

















Figura 1:  Comparación de las señales obtenidas cuando se realizaba el proceso de 
extracción sobre los analitos sin derivatización y con derivatización  
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Las vari abl es estudi adas en la opti mi zaci ón de la reacci ón de 
deri v at izaci ón fuer on el tipo de med io bási co uti li zad o, y la rel aci ón entr e la 
concentr aci ón de base y el vo lumen de anhíd ri do acét i co.  
Se probar on dos med i os bási cos, dos disoluci ones de concentr aci ón 0.4 
M de carb onat o e hidr og eno carb onat o potási co, cuya difer enci a rad i cab a en 
el pH ini cial del medi o, pH 12.0 y 8.4, respectiv am ent e. Se obt uv ier on 
respuest as s imi lar es para tod os los com puest os en amb os casos, aunque se 
observ ó una mayor irrep rod uci bi li dad cuand o se util i zab a la disol uci ón de 
car bonato  pot ási co . En consecuenci a, se sel ecci onó uti li zar NaHCO 3  para 
fij ar el med io bási co.  
Una vez sel ecci onad o el medi o bási co, se est ud i ó el efect o sobr e la señal 
analí ti ca de la rel aci ón entr e la concent ración de base (0.1, 0.25 y 0.4 M), y el 
volum en de anhíd ri d o acét i co (20, 50 y 100 µL). Los mej or es result ad os se 
obtuvi er on util izando 20 µL de anhí dr id o acét i co, in d ep end i ent em ent e de l a 
concentr aci ón de base util i zad a. Al aum ent ar el vol um en de anhíd ri d o 
acét ico se prod ucí a una dismi nuci ón en la señal analí ti ca, como 
consecuenci a de que el pH del medi o tras la reacci ón era demasi ad o  baj o, 
sit uaci ón en la que los ést er es form ados no eran estab l es y se hidr oli zab an. 
Las cond i ci ones ó pt im as sel ecci onad as fuer on concent r aci ón de base 0.1 M y 
20 µL de anhíd ri do acét i co.  
 
4.2. Optimización del proceso de extracción por SBSE  
Se est udi aron tres par ámet r os que afect ab an al p roceso de extr acci ón: 
fuerza iónica del medio, volumen de muestra (valor de β) y tiempo de 
ext r acci ón.   
Se est udi ó el efecto de la fuer za ióni ca del medi o añad i end o NaCl a tres 
niv el es de concentr aci ón: 0.0, 1.0 y 2.5 g en 5.0 mL de muestr a 
( sob r esat uració n ). Se obser v ó que la adi ci ón de NaCl al med i o  aum ent ab a 
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li ger am ent e la señal del MePA,  mient r as que se prod ucí a  una dism inución 
de la señal anal ít ica para el MeTCS , BzPA  y TCSA .  Com o consecuenci a, se 
decid ió no añadi r ningún electr ol it o al medi o.  
Com o ya se señal ó  en la I nt r od ucci ón de la presente memori a, apart ado 
1.4.1. “Fund am ent o teóri co de la ext r acci ón por barr a agi t ad or a”, el 
















El par ám etr o β se defi ne  com o el coci ent e ent re el vol um en de fase 
cond ensad a y el vol um en de pol idi m et il sil oxano.  
A lo lar go de la exper im entación, los par ám et ros que perm anec i eron  
const ant es fuer on  K PD MS /W  y el volum en de poli di met il sil oxano. Respecto al 
volum en de muest r a, se est udi aron dos val or es, 5 y 10 mL. De acuer do con 
la ecuación ant eri or , c uant o mayor sea el vol um en de muestr a, peor ser á el 
rendi mi ent o de la extr acci ón. Sin embar go, la respuest a cromat og r áfi ca 
pued e aum ent ar com o consecuencia del aum ent o de la masa de anali t o en el 
medi o.  Par a cada uno de los  dos  vol úm enes se obt uv i er on las cur vas de 
tiem p o de ext racción (repr esentación  del  área de pico frente al  tiem p o de 
ext r acci ón , para pod er est udi ar cuá nd o  se alcanza el equi lib ri o). Se 
mant uvi eron  en amb os casos los valor es de  concent r aci ón  previ am ente 
opti mi zad os  par a el  medio básico y  el react iv o de der iv ati zaci ón, uti li zand o 
una concent ración de los anali t os en estudi o de 10 µg/L (masa absol ut a, 50 y 
100 ng, respecti vament e). Se est ud iar on difer ent es t iem p os de ext r acci ón: 
ent r e 0 y 180 min par a 5 mL de muest ra, y ent r e 0 y 320 min par a 10 mL de  
muestr a. Los result ad os se muest r an en la figur a 2.  
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Figura 2:  Curvas del tiempo de extracción para cada analito, para 5  y 10 mL  de 
muestra. La concentración  de los analitos de interés  en ambos casos es de 10 µg/L  
Par a  5 mL de muest ra, eran necesari os 60 min par a alcanzar el equi li br io 
de ext r acci ón par a tod os los com puest os. Sin embarg o, cuand o se trab ajaba  
con 10 mL , est e tiem p o aum ent a ba  hast a 90 min par a lo s compuestos m ás  
apolar es .  Com par and o las señales anal ít icas obteni d as con 10 mL de 
muestr a frente a 5 mL, se prod ucí a un aum ent o de señal para la mayorí a de 
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los compuestos (entr e 1.34 veces par a el iPr PA y 1.76 veces par a el MeTCS, 
par a el caso del MePA l a señal perm anecí a constant e), aunque no llegab a a 
ser el dobl e. Por ello, se sel ecci onó 5 mL com o volum en de muest r a, con el 
obj et iv o de trab aj ar con el mínim o tiem p o de ext r acci ón en cond i ci ones de 
equi li br io , sit uaci ón en la que se obt i ene la máxim a rep rod ucib il id ad .  
Respect o a la vel oci dad de agi t aci ón, es conocid o  que aum ent ar la 
vel ocid ad de agit aci ón de las muest r as acort a los tiem p os de ext r acci ón, por 
lo que  se escogi ó la máxim a velocid ad per mi tid a por la geom etr í a del vial 
(1000 rpm ). Vel ocid ad es mayor es prov ocab an la rupt ur a de los twisters.  
 
4.3. Optimización de los parámetros de desorción  
L as vari ab l es opt imi zad as en el proceso de desor ción fuer on: 
temper at ur a de cri ofocalizaci ón ( int erv alo de val ores est udi ad os,  ent r e - 50 y 
0 ° C), fluj o de deso r ci ón (ent r e 20 y 100 mL/mi n), tiem p o de desorci ón (ent r e 
3 y 10 min) y tem perat ur a de desor ción (entr e 250 y 300 ° C). Para est ud iar el 
efect o de estas vari abl es y si exi st ía  alguna int eracción entr e ell as, se reali zó 
un diseño exper im ent al de tipo Box - B ehnk en. Cad a uno de los 
exper im ent os se reali zó por dupli cad o, para pod er evaluar si los mod el os 
gener ad os present ab an fal l o de ajust e. Com o var i abl e respuest a se 
sel eccionó el área corr esp ondi ent e al pico crom atog ráfi co obt enid o al 
ext r aer la rel aci ón m/z d el pico base de los espect r os del met il tri cl osán y de 
los der iv ad os aceti l ad os de los par ab enos y del tri cl osán. Úni cam ent e el 
mod el o que incluí a las var i abl es, sus cuadr ad os y las int er acci ones ent re 
ell as no mostr aba fall o de ajust e.  
Con dicho mod elo, l a tem per atur a de focali zaci ón (A) y el fluj o de 
desor ci ón (B) o sus cuadr ad os eran signi ficati vos par a la mayor í a de los 
compuest os. El efect o en la señal era difer ent e en funci ón del anali to 
consi der ad o. Par a los anali t os más voláti l es (MePA y i Pr PA), al aum ent ar la 
temper at ur a o el fluj o de desor ci ón, se prod ucí a una dism i nuci ón en la señal 
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analí ti ca. Sin emb arg o, par a el rest o de los compuest os, al aument ar los 
valor es de estas var iabl es se prod ucí a un aum ento de la mism a .  
La int er acci ón ent r e la tem per a tur a de focal i zaci ón y el flujo de desor ci ón 
(AB ) ej er cí a un efecto signi fi cat iv o sob r e tod os los com puest os, excep t o par a 
el iPr PA y el nPr PA (fi gur a 3a).  Para el caso del MePA, el máxi mo de señal 
se observ ab a par a un fluj o de desor ci ón baj o (20 mL/m i n) y  tem per atur as de 
cri ofocali zaci ón en el rango - 20 a - 40 ° C, mient ras que para el resto de los 
compuest os, cuant o mayor era la tem per atur a y el fluj o, mayor era la 
int ensi d ad de la señal anal ít i ca.  
El tiem p o de desorci ón (C) era signi fi cat iv o par a el MePA y  el nPr PA. Al 
aum ent ar el tiem p o de desor ción dism i nuí a la señal par a amb os 
compuest os. La tem peratur a de desor ción (D) únicam ent e ej er cí a un efect o 
signi fi cat iv o sob r e la señal del MePA, per o su inter acci ón con el fluj o de 
desor ci ón (BC, figur a 3b) ej er cí a un efect o signifi cati vo para tod os los 
compuest os. Tant o el MePA com o el iPr PA most rab an el mismo 
comport am i ent o, con máxi mos de señal a 300 ° C y flujos de desor ci ón de 20 
mL/mi n. El rest o de los com puest os most r ab an otra tend encia, com o pued e 
observ ar se  en la super ficie de respuesta del BzPA, obt eni énd ose los mej or es 
result ados a tem perat ur as de desor ci ón baj as y fluj os de desor ci ón alt os. 
Cuant o menor era  la vol ati li dad del com puest o, más acusado era  est e 
comport am i ent o.  
Com o resul tad o de los difer ent es  com port am i ent os observ ad os, se 
escog i er on val or es de com pr om i so par a las vari abl es est udi ad as. Est os 
fuer on: tem per atur a de focal izaci ón, -  10 ° C; fluj o de desor ción, 70 mL/mi n; 
tiem p o de desor ci ón, 6 min; tem per at ur a de desor ción, 275 ° C.  
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Figura 3: Superficies de respuesta para el MePA  y el Bz PA,  que  muestran la 
interacción entre la temperatura de focalización  y el flujo de desorción.  El  tiempo y la 
temperatura de desorción se fijaron en 6  min y 2 75  ° C,  respectivamente (a).  Superficies 
de respuesta para el iPrPA  y el BzPA,  que  muestran la interacción entre la temperatura 
y el flujo de desorción.  La temperatura de focalización  y el tiempo de desorción se fijaron 
en –  10  ° C  y 6  min (b) 
Una   vez  optimizada   la  desorción   térmica,   se   comprobó  la   ausencia  de 
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consecuti vos. Los anal it os present es en una muest ra dopada eran ext raíd os 
y som eti d os al proceso de desor ci ón baj o las cond ici ones opt imi zad as 
ant eri orm ent e descr it as. No se det ect ar on pic os de los anali t os en la 
segund a etapa, por lo que se pued e concl uir que los anali tos son 
compl et am ent e desor bi dos en un úni co proceso de desor ci ón.  
 
4.4. Eficacia de la extracción  
Se cal cul ó l a efi caci a de la ext r acci ón com par and o los picos obt eni d os al 
e xt r aer los anali tos de una muest ra acuosa someti d a al proceso descr it o, con 
los obt enid os al inyect ar un pat rón de los com puest os der iv ati zad os 
(pr oceso de der iv at i zaci ón previ am ent e descr it o en la secci ón  3.1,  
“R eact iv os, disoluciones est ánd ar y muest ras ”), colocad o en el int er i or de un 
tubo de desor ción tér mi ca  empaquetad o previ am ente con  lana de vidr io.  
Los val or es de recup er ación se encuent r an entr e el 78 y el 95 %, excep to 
par a el der iv ad o acet il ad o del met il par ab eno, con un rendim i ent o de 
ext r acci ón d el 22%. Dicho com puest o es el  más pol ar del conj unt o 
est udi ad o. Sin embar go, otr o tipo de car act erí sti cas tant o físicas com o 
quím i cas afectan tambi én  a la extr acci ón, lo que pued e expl ica la baja 
recup er aci ón obtenid a.  
 
4.5. Evaluación del método  SBSE- TD- GC- MS 
Se obt uvi eron rect as de cal ib rad o  par a todos los com puest os, uti li zand o 
siet e n iv el es de concentr aci ón, ent r e 10  y 1000 ng/L . Cada niv el se anali zó 
por tripli cad o. Los iones de cuant i ficaci ón y confi rm aci ón, así com o las 
car act erí sti cas analí ti cas del  mét od o, se resum en en la tabl a 1.  
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Los mod el os de cal ib r ación present ab an un compor t ami ent o lineal. La 
vali dez de los mism os se com pr obó medi ante  anál i si s de var ianza 
(ANOV A), observ ándose que ninguno de ell os present aba fall o de ajust e. El 
valor del coefi cient e de cor r el aci ón (R 2 ) era super i or a 0.99 en tod os los 
casos.  
Par a evaluar la repr od ucib il id ad del proceso, se anal izó una muestr a de 
agua dopad a a un ni v el de concentr aci ón de 50 ng/L el mism o día (10 
répli cas) y en dos días consecuti vos (3 répl i cas). Los val or es obt eni d os, 
dados com o desv i aci ones est ánd ar rel ati vas (RSD, %), se muest r an en la 
tabl a 1, con val or es inferior es al 10 % para el caso de la rep r od uci bil id ad 
int ra - dí a, e infer ior es al 9 % en el caso de la repr od uci bi li dad int er - d í a. Est os 
valor es se consi der ar on alt am ent e sati sfact or ios, teni end o en cuenta que 
tant o el proceso de ext r acci ón com o la reacci ón de deriv ati zaci ón tienen 
lugar de form a  simult ánea. 
Los val or es de los lím it es de det ecci ón (LD)  y límit es de cuanti fi caci ón 
(LQ ), cal cul ad os com o 3.3 y 10 veces, respectiv am ent e, la desv iación 
est ándar de una muest r a con una rel aci ón señal - rui do de 3, se muest r an 
tambi én en la tabl a 1 . Los lím it es de det ecci ón obt eni d os se encuent ran ent re 
0.54 y 4.12 ng/L , y los lím it es de cuanti ficaci ón ent r e 1.80 y 13.7 ng/L.  
La exacti tud del mod elo se evaluó dopand o muestras de agua ult r ap ur a 
a dos niv eles de concentr ación, 50 y 100 ng/L . En cada caso, el m od el o 
gener ad o pred ecí a concent r aci ones signi fi cat ivam ent e igual es a las 
util izadas par a dopar las muestr as de agua (tabl a 1). 
 
4.6. Comparación con otros métodos propuestos en bibliografía  
E n la tabl a 2 se muest ran otr as  met odol og í as ya propuest as para la  
det er mi naci ón de los anal it os de int er és, pri nci p al ment e en muestr as 
acuosas.  
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Los lím it es de detección obt eni dos en el trab aj o propuest o se encuentr an 
ent r e los más bajos  y la util ización de una reacción de deri vati zaci ón no 
compli ca el proceso, y a que tiene lugar de for ma sim ul t ánea con el proceso 
de extr acci ón.  En el  úni co trab aj o encont r ad o en bib li ogr afía en el que se 
det er mi nan par ab enos util i zand o la ext racción por SBSE y post eri or anál i si s 
por TD - GC - MS en muestr as líqui d as [19],  se  obt ení a n  lím it es de det ecci ón 
en aguas entr e 15 y 20 µg/L . Adem ás, los tiemp os requer id os par a alcanzar 
el equi lib ri o eran super ior es , 120  min  frent e a  60 min  necesar i os en el 
presente trabaj o . Si se com par an los result ados obt enid os par a el tri cl osán 
con otr os trabaj os que tamb i én uti li zan SBSE [16,22], los lím it es de de t ecci ón 
son igualm ent e mej or es  en el trab ajo propuest o .  
La lim it aci ón más import ant e de la ext r acci ón por adsor ci ón en bar r a 
agit ador a radi ca en el recub rim i ent o de los twisters. El único pol ím er o 
c om er cialm ente disponi ble es el PDMS, con el cual se obti enen rendim i ent os 
de ext r acción baj os par a el caso de anal it os pol ar es. Est e probl em a pued e ser 
atenuad o som et i end o a los anali t os a un proceso de deri v at izaci ón, per o, en 
est e sent id o, la ext racción por SPME es más ver sáti l , ya que exi st en vari os 
tipos de recubr imi entos con  difer ent es propi edad es. Por ej em pl o, los 
trab aj os que uti li zan SPME par a extr aer los anal it os en est ud i o, uti li zan 
fib ras de poli acr il am id a [30,49] y div i ni lb enzeno/carb oxen/  
poli d im eti l si l oxano [15].  
Ninguna de estas dos técni cas de ext r acci ón  util iza  disolv ent es, y son 
fáci l es de usar . Una vent aj a que present a SBSE frente a SPME es la canti d ad 
de fase adsorb ent e, que es en tor no a 50 - 250 veces  mayor . Est o se trad uce en 
una capaci d ad de ext r acci ón super ior . De form a especí fica, los lím it es de 
det ecci ón obt enid os para el MeP son mej or es cuando se usa SBSE .  
Respect o a las técni cas de ext r acci ón en fase sóli d a, las ventaj as que 
presenta la extr acci ón con SBSE son  la red ucci ón del vol u m en de muestr a, 5 
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mL frent e a 100- 1000 mL, del vol um en de disolv ent es orgáni cos y  del  
tiem p o de trab aj o.  
Respect o a los mét od os de separ aci ón y det ección , en la apl icación que  
util izó  UHPL C - MS/MS [50], se descri bi eron probl em as de supresi ón ióni ca 
cuand o se uti li zab a ionizaci ón por elect r osp r ay , y cuand o se trab aj ó con 
LV SS- NACE - DAD [26], los compuest os  nPr P, BuP y BzP no pud i er on ser 
cuanti fi cad os com o consecuenci a de la presenci a en el electr oferog rama de 
señal es int er fer ent es de com puest os co - ext r aí dos.  
Se han propuest o otr os mét od os basad os en técni cas de ext racción 
líqui do - lí quid o a pequeña escal a y técni cas de ext r acci ón asi sti d a por 
mem br anas, tal es como SDME [20], DLLME [17,33], microext racción en fase 
líqui da med iant e emul sión asi sti d a por ultr ason i d o  (USAEME ) [48] y 
MAL LE [34]. Tod as est as técni cas tienen en común el pequeño vol um en de 
disol v ent e util i zad o para la ext racción, así como los baj os vol úm enes de 
muestr a util i zad os y los tiemp os cort os de prepar aci ón de muestr a. En 
gener al los lím it es de det ecci ón son simi l ar es a los obtenid os con la 
metod ol ogí a propuesta en est e trabaj o. Est os métod os no requi er en 
inst rum ent aci ón especí fi ca, per o  en la mayorí a de los casos, se utili zan 
disposit iv os manual es, los cual es no son rob ust os, y la repet ib il id ad  
depend e, en gran med id a,  del oper ari o.  
 
4.7. Muestras reales  
Se anali zar on difer ent es tipos de aguas: agua de gri fo y agua resid ual 
urb ana (muest ras tom adas tant o a la ent rad a com o a la sal id a de la mism a 
plant a de trat am i ent o). Las muestr as no se som eti e r on a ningún tipo de 
mani p ul aci ón prev ia. Se com pr obó l a exi st enci a de efect o matr iz 
compar and o las señal es obt eni das en agua ultr apur a con  las 
cor r esp ond i ent es a  los otr os tres tipos de aguas, tod as ell as dopadas a un 
niv el de concent raci ón de 50 ng/L (fi gur a 4).  
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Figura 4:  Cromatogramas de las muestras de agua estudiadas, dopadas a un nivel de 
concentración de 50 ng/L, en el modo de adquisición SIM. 1, MePA; 2, iPrPA; 3, 
nPrPA; 4, BzPA; 5, MeTCS; 6, BzPA; 7, TCSA  
 E n tod as las muestr as anal izadas, se res t ó al área de pico de los anal it os 
de int er és  la cor r esp ondi ent e a la señal del blanco  sin dopar . Par a el caso del 
agua de gri fo y el agua resid ual trat ad a (de sali d a), no se obser vó la 
exi st enci a de efect o  de mat r iz, con recup er aci ones ent r e el 96 y el 106 % con 
respect o al agua ult rap ura. Sin emb ar g o, par a el caso del agua resi d ual sin 
trat ar (ent r ad a) , se obser v ó una dismi nuci ón en la señal . Com o 
consecuenci a, par a la cuant i fi caci ón de los anal itos en est ud io, se util izó 
cal ib ración ext er na para el agua de gri fo y el agua resi d ual tratad a, y 
cal ib ración med i ant e protocol o de  adici ón estánd ar par a el caso del agua 
resid ual sin trat ar .  
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En la tab la 3 se muest ran los val or es pred i chos. El MeP se det ectó en el 
agua de gri fo, a un niv el de concentr aci ón en tor n o a 15 ng/L . Se 
encontr ar on concent raci ones elevadas de nPr P y TCS (502 ± 63 y 1099 ± 88 
ng/L , respecti vam ent e) y niv el es traza de MeTCS (1.5 ± 0.2 ng/L ) en el agua 
resid ual sin trat ar . La mism a  agua, tomad a a la sal id a de la plant a de 
trat am i ent o, present ab a una concent r aci ón de 5 ± 3 ng/L de TCS, lo que 
indi ca la alt a efi cacia de la plant a de trat ami ento en la eli mi naci ón de 
compuest os lipofí li cos.  
Tabla 3:  Concentraciones (ng/L) encontradas en agua de grifo y agua residual, tanto a 








MeP 17 ± 4 <LQ <LQ 
iPrP <LQ <LQ <LQ 
nPrP <LQ 502 ± 63 <LQ 
BuP <LQ <LQ <LQ 
MeTCS <LQ 1.5 ± 0.2 <LQ 
BzP <LQ <LQ <LQ 
TCS <LQ 1099 ± 88 5 ± 3 
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5. CONCLUSIONES  
E n est e  trab aj o se propone un mét od o par a la det er mi naci ón de 
par ab enos, tri cl osán y met il tri cl osán en muestr as acuosas. Par a ell o se 
util iza  de una reacci ón de deriv ati zaci ón  in situ de for ma simult ánea al 
proceso de extr acci ón por adsor ci ón en barr a agi t ad or a (SB SE ), y post er ior 
desor ci ón térm ica y análi si s por GC - MS. Est a es la prim era vez que se 
util iza est a metod ol og í a par a la determ i naci ón de est e conj unt o de anali t os 
en muest r as acuosas.  
La reacción de deri vati zaci ón tení a com o obj eti vo red ucir la pol ari dad de 
los compuest os, con el consi g ui ent e aum ent o del rend imi ento de la 
ext r acci ón. Las var i ab les est udi ad as par a su opt im ización fuer on  tipo de 
medi o bási co y volum en de anhí dr id o acét i co. Las var iabl es relacionadas 
con el proceso de ext racci ón incluid as en est e est ud i o  fueron  vol um en de 
muestr a, tiemp o de ext racci ón y adi ción de NaCl . Final ment e, las vari abl es 
est udi ad as en el proceso de desorci ón térm i ca (tem p er at ura de 
cri ofocali zaci ón, fluj o de desor ci ón, tiemp o de desor ción y tem per atur a de 
desor ci ón) fuer on opt imizad as util izando un diseño experi m ent al de tipo 
Box - B ehnk en.  
Se com pr ob ó que el mét od o optim izado era efi caz, senci ll o, muy sensib le 
y  con recup er aci ones super ior es al 80 % en la mayorí a de los casos. Se 
observ ó buena li neal id ad , coefi ci ent es de cor rel aci ón elev ad os y ausencia de 
fal l o de ajust e  par a las rect as de cali br ad o . Los lím it es de det ecci ón 
obt enid os fuer on del ord en de los ng/L , igualand o o mej or and o los 
result ados obt eni d os en otr os trabaj os encont r ad os en bib l i og r afí a.  
El mét odo propuest o se apli có  de form a sat i sfact or i a  p a r a  la 
det er mi naci ón de los anali t os en estudi o en muestras real es. Se encont r ar on 
niv el es de n - pr opi lp arabeno y tri closán del ord en de los µg/L  en el agua 
resid ual de entr ada de la pri ncip al plant a de tratami ento de aguas 
resid ual es (EDAR ) de Leipzig .  
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Abstract Stir-bar sorptive extraction in combination with
an in situ derivatisation reaction and thermal desorption–
gas chromatography–mass spectrometry was successfully
applied to determine parabens (methylparaben, isopropyl-
paraben, n-propylparaben, butylparaben and benzylpara-
ben), triclosan and methyltriclosan in water samples. This
approach improves both the extraction efficiency and the
sensitivity in the GC in a simple way since the derivatisa-
tion reaction occurs at the same time as the extraction
procedure. The in situ derivatisation reaction was carried
out with acetic anhydride under alkaline conditions.
Thermal desorption parameters (cryofocusing temperature,
desorption flow, desorption time, desorption temperature)
were optimised using a Box–Behnken experimental design.
All the analytes gave recoveries higher than 79%, except
methylparaben (22%). The method afforded detection limits
between 0.64 and 4.12 ng/L, with good reproducibility and
accuracy values. The feasibility of the method for the
determination of analytes in water samples was checked in
tap water and untreated and treated wastewater.
Keywords Stir-bar sorptive extraction . In situ
derivatisation . Parabens .Water .Wastewater
Introduction
Esters of p-hydroxybenzoic acid (parabens) and 2-(2,4-
dichlorophenoxy)-5-chlorophenol (triclosan) are com-
pounds with bactericide and antimicrobial properties that
are mainly employed in the formulation of personal care
products [1]. In addition, parabens are added to canned
foods and beverages as preservatives. Triclosan is also
incorporated as a biocide in sports clothes, footwear,
carpets, plastic toys and kitchenware [2]. All these
applications contribute to the dispersion of these com-
pounds in the environment.
Several studies have demonstrated the ability of para-
bens to disrupt physiologically important functions in both
in vitro cell culture systems [3] and in vivo animal models
[4–6]. Furthermore, increasing concern regarding the
presence of triclosan in the environment is due to both its
potential toxicity for certain aquatic organisms [7] and its
transformation into more toxic products such as chlorophe-
nols [8], dioxins [9], tetra- and pentachlorinated phenox-
yphenols [10], and methyltriclosan [11].
Several matrices have been analysed in search of these
compounds: sludges and soil samples [12–14], water
samples [15–17], dust [18], food [19], cosmetic products
[20–22] and biological samples [23, 24]. For water
samples, several methods have been reported using gas
chromatography (GC) [15], high-performance liquid chro-
matography (HPLC) [25] and capillary electrophoresis [26],
with conventional detectors [25, 26] or mass spectrometry
[15]. Since most of these compounds are polar, gas
chromatography usually requires a prior derivatisation step.
The trace levels of these target compounds usually found
in the environment require an enrichment step before
instrumental analysis. Solid phase extraction (SPE) is the
most common extraction technique used [27–29]. New
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approaches based on microextraction techniques have
recently been reported, such as solid phase microextraction
(SPME) [15, 30], hollow-fibre liquid phase microextraction
(HF-LPME) [31], dispersive liquid–liquid microextraction
(DLLME) [32, 33], membrane-assisted liquid–liquid
extraction (MALLE) [34] and single-drop microextraction
(SDME) [20].
In 1999, a new extraction technique, known as stir-bar
sorptive extraction (SBSE), was developed by Baltussen et
al. [35]. In SBSE, the analytes are extracted by a
polydimethylsiloxane (PDMS) stir-bar exposed in the
aqueous sample under stirring for a fixed time. The
enriched analytes are recovered by liquid desorption (LD)
or thermal desorption (TD) [36–40].
The determination of H-acidic compounds by gas
chromatography most frequently includes derivatisation.
Different reagents have been used: N-tert-butyldimethyl-
silyl-N-methyltrifluoroacetamide (MTBSTFA) [30, 41], N,
O-bis(trimethylsilyl)acetamide (BSA) [20], pentafluoropro-
pionic acid anhydride (PFPA) [42] or diazomethane [43].
In situ acetylation with acetic anhydride in basic medium is
one of the most common derivatisation procedures for phenolic
compounds [15, 44–48]. This reaction can be performed in
aqueous samples in a few minutes, with high efficiency.
In the present work, our aim was to combine the
advantages of SBSE and an in situ acetylation reaction for
the analysis of parabens and triclosan in water samples.
Methyltriclosan was also included as a possible product of
the degradation of triclosan in water samples. This is the
first time that this methodology has been applied for the
determination of these compounds in such matrices. To
date, the use of SBSE for the determination of parabens in
aqueous samples is limited to the work by Ochiai et al. [19]
in which the authors determined preservatives in different
types of beverages and sauces with no derivatisation. In the
case of triclosan, SBSE has also been used without any type
of derivatisation [16, 22]. The enriched target analytes were
desorbed thermally using a thermodesorption system
coupled to a GC and a mass spectrometer (MS). The aim
of the method development was to establish a highly
sensitive, fast and robust method for the determination of
these compounds in complex water samples such as surface
water or wastewater.
Experimental
Materials, standard solutions and samples
Isopropylparaben (iPrP) was supplied by TCI Europe (Zwijn-
drecht, Belgium). The other parabens (methylparaben (MeP),
n-propylparaben (nPrP), n-butylparaben (BuP), benzylpara-
ben (BzP)), triclosan (TCS) and methyltriclosan (MeTCS)
were supplied by Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
Methanol, sodium chloride, ethyl acetate, as well as the
buffer salts K2CO3 and NaHCO3 were supplied by Merck
(Darmstadt, Germany). Acetic anhydride (ReagentPlus®)
was provided by Sigma Aldrich (Munich, Germany).
Pyridine was supplied by Fluka (Darmstadt, Germany).
Stock solutions of all the analytes (500 mg/L in methanol)
were prepared and stored at 4 °C in the refrigerator. These
solutions were used to spike the water samples at the different
concentrations analysed. Optimisation experiments were per-
formed using 5 mL aliquots of water sample spiked with the
analytes at a concentration of 10 μg/L. To calculate the values
of extraction efficiency, standards of the derivatized com-
pounds, unavailable commercially, were prepared. The target
substances were derivatized by adding 200μL acetic anhydride
and 5 μL pyridine to 1 mL of a 500-mg/L standard solution
containing all the compounds of interest in ethyl acetate. The
mixture was shaken manually for 10 min at ambient
temperature. Further dilutions were prepared in ethyl acetate.
These solutions were injected in a GC-MS system and
quantitative transformation into the derivatives was confirmed.
No signals for the non-derivatisated precursors were detected.
The proposed procedure was used for the determination
of the analytes in samples of tap water (Leipzig, Germany)
and the influent and effluent waters from the main
wastewater treatment plant (WWTP) of Leipzig, a town
with about 500,000 inhabitants.
Commercial stir bars (twisters) for sorptive extraction
were obtained from Gerstel (Mülheim an der Ruhr,
Germany). They consist of glass-encapsulated magnetic
stir bars, 10 mm in length, coated with 22 μg of PDMS.
This layer is 0.5 mm thick, which corresponds to a volume
of 24 μL of PDMS. Prior to their first use, the stir bars were
conditioned for 16 h at 250 °C under a nitrogen stream.
Blanks of the stir bars were analysed regularly to check for
memory effects.
Derivatisation and the SBSE procedure
Forty-two milligrams of NaHCO3 was placed in a 10-mL
headspace vial, and 5 mL of an aqueous solution spiked at a
given concentration of analytes was added. Then, the
twister was inserted into the mixture, followed by the
addition of 20 μL of acetic acid anhydride. The vial was
sealed with a Teflon-covered silicone septum and the
mixture stirred for 60 min at 1,000 rpm (Variomag Multi-
point 6/15, H+PLabortechnik, Oberschleissheim, München,
Germany) at room temperature. After the extraction, the
twister was removed with tweezers, dried with lint-free
tissue and placed inside a glass TD tube (Gerstel,
Germany). The tube was placed inside the thermal
desorption system where the analytes were desorbed
thermally and subjected to GC-MS analysis.
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Instrumentation
GC-MS analyses were performed using an Agilent 6890
gas chromatograph (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA). For TD-GC-MS analysis, the chromatograph was
coupled to a Gerstel thermodesorption system (TDS A). All
experiments were carried out with a programmable temper-
ature vaporising (PTV) inlet (CIS-4), with an empty liner
for cryofocusing of the analytes prior to introduction into
the capillary column. Cooling was accomplished with
liquid nitrogen. For the confirmation of the complete
transformation of the standards in their acetylated deriva-
tives, a GC with an automated liquid injection system
(Agilent 7683) and a split/splitless injector was used. In
both cases, a quadrupole mass spectrometer (HP 5973N)
was applied for the analysis.
TD-GC-MS conditions
The optimised conditions used for the thermodesorption
system were as follows: desorption temperature, 275 °C;
desorption time, 6 min; and helium flow rate (desorption
flow), 70 mL/min. During the desorption step, the PTV
temperature was set at −10 °C (solvent-vent mode). After
the desorption, the PTV temperature was programmed to
increase from −10 to 280 °C at 720 °C/min (held for 5 min)
to transfer the analytes to the chromatographic system.
Injection was performed in hot-splitless mode at 280 °C,
with a splitless time of 2 min.
To perform the gas chromatographic measurements, an
HP-5MS capillary column (30 m×250 μm i.d., 0.25-μm film
thickness, Agilent J&W column, Waldbronn, Germany) was
used. The carrier gas used was helium at a flow rate of 1.2 mL/
min. The column oven temperature programme involved an
initial temperature of 60 °C for 2 min, an increase at 65 °C/min
to 175 °C, then an increase at 45 °C/min to 200 °C (held
2 min) and an increase at 40 °C/min to 280 °C, holding for
1 min. The mass spectrometer was operated in scan mode for
the optimisation studies and at selected ion monitoring (SIM)
mode for calibration and analyte quantification in real
samples. Electron ionisation at 70 eV was used. A solvent
delay of 4.5 min was established. The m/z range in the scan
mode was 50–350 amu. The characteristic ions for each
studied compound are shown in Table 1.
Results and discussion
Derivatisation reaction
Initially, the signals generated by the non-derivatised and
derivatised compounds extracted by the twister were
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the acetylation reaction. As shown in Fig. 1, the derivatisa-
tion reaction allowed a significant improvement of the
extraction process
The variables studied for the optimisation of the
derivatisation reaction were the basic medium used and
the relationship between the base concentration and the
volume of acetic anhydride.
Two basic media were tested—0.4 M solutions of
K2CO3 and NaHCO3—where the difference was the initial
pH (12.0 and 8.4, respectively) of the medium. Similar
responses were obtained for all the analytes. Greater
irreproducibility was observed with the first solution, and
hence, the 0.4 M solution of NaHCO3 was selected for
ensuing experiments.
Once the basic medium had been chosen, the effect of
the relationship between the base concentration (0.1, 0.25
and 0.4 M) and the volume of acetic anhydride (20, 50 and
100 μL) was studied. The best results were obtained when
20 μL of acetic anhydride was added, regardless of the
NaHCO3 concentration. A 100-μL acetic anhydride volume
led to a decrease in the signals, due to the lower final pH, at
which the esters are not stable. A working relationship of
0.1 M NaHCO3/20 μL acetic anhydride was selected as
optimum for derivatisation.
Optimisation of SBSE conditions
Three parameters affecting the extraction conditions were
studied: the ionic strength of the sample, the sample volume
(β ratio) and the extraction time.
A study was made of the effect of the addition of an
electrolyte to the medium at three concentration levels: 0.0,
1.0 and 2.5 g NaCl in 5.0 mL (supersaturation). It was
observed that NaCl addition only produced a slightly higher
signal for methylparaben acetate. In the cases of methyl-
triclosan, benzylparaben acetate and triclosan acetate, a
decrease in the signal was observed. Therefore, no addition
of NaCl was chosen in the optimised conditions.
Two sample volumes, 5 and 10 mL, were studied.
Higher sample volumes decrease extraction efficiency, but
the chromatographic response can increase due to an
increase in the mass of analyte. Extraction time curves
were obtained for each of them, maintaining the same
analyte, base and derivatizing reagent concentrations. An
initial solute concentration of 10 μg/L was used (50 and
100 ng, respectively). Different extraction times were
studied: in the 0- to 180-min range for the 5-mL samples
and in the 0- to 320-min range for the 10-mL samples. The
results obtained are shown in Fig. 2. For 5 mL of water
sample, 60 min was sufficient for the partition equilibrium
to be reached by all the compounds (Fig. 2a). However, for
10 mL of water sample, at least 90 min was needed for
equilibrium to be reached by the more lipophilic com-
pounds (Fig. 2b). Although the signals provided by 10-mL
samples were higher for nearly all the compounds, a 5-mL
sample volume was preferred with a view to reducing the
extraction time whilst working under equilibrium condi-
tions, which provides better precision.














Fig. 1 Comparison of the signals obtained when the derivatization
reaction took place and when no derivatization reaction was
performed during the extraction procedure
















































Fig. 2 Extraction time profiles for the analytes for 5 mL (a) and
10 mL (b) of sample volume. The concentrations of the analytes was
10 μg/L in both cases
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Regarding the stirring speed, very vigorous stirring is
known to shorten the extraction time, so the maximum
stirring speed allowed by the flask geometry was chosen
(1,000 rpm). Higher speeds broke the twister coating.
Optimisation of the desorption parameters
The variables optimised in the desorption step were the
cryofocusing temperature (between −50 and 0 °C), the
desorption flow (between 20 and 100 mL/min), the
desorption time (between 3 and 10 min) and the desorption
temperature (between 250 and 300 °C). To study the effect
of these variables and of their interactions on the analytical
signal, a Box–Behnken experimental design was used. Each
of the experiments was performed in duplicate in order to
detect any lack of fit of the data in the model generated.
The responses chosen were the peak areas for the m/z ratio
corresponding to the base peak of the spectra of methyl-
triclosan and of each acetate derivative. Only the model
including the variables, their squares and the interactions
among them did not show a lack of fit.
The cryofocusing temperature (A) and desorption flow
(B) or their quadratic effects were significant for most of
the compounds. These factors had different effects on the
signals depending on the analyte considered. For the most
volatile ones (MePA and i-PrPA), on increasing the
temperature or the desorption flow, a decrease in signal
was observed. In contrast, for the rest of the compounds,
increasing these variables produced an increase in the
analytical signal.
The interaction between the cryofocusing temperature and
the desorption flow (AB) influenced all the analyte signals,
except iPrPA and nPrPA (Fig. 3a). MePA exhibited maximum
signals for minimum desorption flows (20 mL/min) and
cryofocusing temperatures between −20 and −40 °C,
whereas for the less volatile compounds, increasing the
temperature and increasing the flow provided better signals.
The desorption time (C) was significant for MePA and
nPrPA. Increasing the desorption time produced a signal
decrease. The desorption temperature (D) only had a
significant influence on the signal of MePA, but it
interacted with the desorption flow for all the analytes
(BD, Fig. 3b). MePA and iPrPA showed the same
behaviour, with maximum signals at 300 °C and a
desorption flow of 20 mL/min. The other compounds
showed a different trend, as can be seen in the BzPA
response surface, better results being obtained at lower
desorption temperatures and higher desorption flows. The
less volatile the compound, the more pronounced is this
trend.
As a result of the different type of behaviour observed,
compromise values were chosen for the variables studied.
These values were: cryofocusing temperature, −10 °C;
desorption flow, 70 mL/min; desorption time, 6 min;
desorption temperature, 275 °C.
Once the thermal desorption step had been optimised,
the absence of a carryover effect was checked by
performing two consecutive desorption steps. A spiked
water sample was extracted and the enriched stir bar was
desorbed twice under the optimum conditions. No peaks
were detected in the second desorption. Therefore, the
analytes were completely desorbed in one step and no
carryover took place.
Extraction efficiency
Extraction efficiency was calculated by comparing the GC-
MS peak areas of the extracted compounds in water
samples with those of a standard solution of the completely
acetylated compounds (see “Materials, standard solutions
and samples”) placed on glass wool packed in a thermo-
desorption tube.
Recoveries ranging from 78% to 95% were obtained for
all the compounds, except methylparaben acetate, with an
extraction efficiency of 22%. Methylparaben acetate is the
most polar compound within the set of target analytes.
However, other physical and/or chemical characteristics
must also affect the extraction behaviour of PDMS, which
could explain this low extraction yield.
Evaluation of the SBSE-TD-GC-MS method
Calibration straight lines were obtained with seven concen-
tration levels ranging from 0 to 1,000 ng/L. Each level was
analysed in triplicate. The quantitation and qualifier ions, as
well as the analytical characteristics of the method, are shown
in Table 1. The calibration models displayed linear behav-
iour. Their validity was checked using ANOVA, and it was
observed that they did not exhibit any lack of fit. The value
of the correlation coefficient (R2) was higher than 0.99.
In order to study the reproducibility of the process, water
samples spiked at 50 ng/L were analysed on the same day
(ten replicates) and on the following two consecutive days
(three replicates). The results, as relative standard devia-
tions (RSD, %), are shown in Table 1, with values not
higher than 10% in the case of intraday reproducibility and
9% in the case of inter-day reproducibility. These values
can be considered highly satisfactory taking into account
that they include the simultaneous derivatisation and
extraction procedures.
The limits of detection (LODs) and the limits of
quantification (LOQs), calculated as 3.3 and 10 times,
respectively, the standard deviation of a sample with an S/N
ratio of 3, are also shown in Table 1. The LODs obtained
ranged between 0.54 and 4.12 ng/L and the LOQs between
1.80 and 13.7 ng/L
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To check the accuracy of the model, ultrapure water
samples were spiked at two concentration levels: 50 and
100 ng/L. In each case, the model predicted concentration
values equal to those used to spike thewater samples (Table 1).
Comparison with other proposed methods
Table 2 summarises the methodologies already proposed for
the determination of the analytes (mainly in water samples).
The LODs of the approach proposed in this work are
among the lowest, and the use of a derivatisation reaction
does not complicate the procedure since it takes place at the
same time as extraction from the aqueous matrix. The only
other work that to the best of our knowledge has
determined parabens using SBSE and TD-GC-MS in liquid
samples [19] reported detection limits in water between 15
and 20 μg/L. Additionally, the times required for equilib-
rium to be reached are reduced from 120 to 60 min. In the
case of triclosan, on comparing the results obtained with
those reported in other works also using SBSE [16, 22], the
LODs are equally improved.
The most important limitations of SBSE are related to the
coating of the stir bars. The non-polar PDMS is currently the
only polymer commercially available, thus providing poor
recoveries for polar analytes. In situ derivatisation can be
applied to improve the extraction yields, as proposed in this





















































































































































































Fig. 3 Experimental design surfaces showing the interaction between
the cryofocusing temperature and the desorption flow for methylpar-
aben acetate and benzylparaben acetate. The desorption time and
desorption temperature were fixed at 6 min and 275 °C, respectively
(a). Experimental design surfaces showing the interaction between the
desorption temperature and the desorption flow for isopropylparaben
acetate and benzylparaben acetate. The cryofocusing temperature and
desorption time were fixed at −10 °C and 6 min (b)
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different fibre coatings can be assayed, in addition to the
possibility of resorting to derivatisation reactions. For
instance, the optimised SPME approaches for the analytes of
interest used polyacrylate fibres [30, 49] and divinylbenzene/
carboxen/polydimethylsiloxane [15].
Both techniques are solvent-free and easy to use. An
advantage of SBSE with regard to SPME is the 50- to 250-
fold higher amount of the sorbent phase, which provides a
higher extraction capacity. Specifically, the LOD achieved
for methylparaben was lower using SBSE.
With respect to SPE methods, advantages of the SBSE
proposed method include reduction of the sample volumes
required, 5 mL versus 100–1,000 mL, of solvent consump-
tion and labour effort. Regarding the separation and
detection modes, when UHPLC-MS/MS is used [50],
problems from ion suppression due to the ESI are reported,
and with the LVSS-NACE-DAD method [26], signals for
nPrP, BuP and BzP in wastewater could not be quantified
due to the presence in the electropherograms of co-
extracted interferences.
Other proposed methods are based on microscale liquid–
liquid extraction and membrane-assisted extraction proce-
dures. They have in common the small amount of solvent
required for extraction, as well as the low volumes of
sample required and the short sample preparation time. This
set includes SDME [20], DLLME [17, 33], ultrasound-
assisted emulsification–microextraction (USAEME) [48]
and MALLE [34]. In general, the limits of detection are
similar to those obtained with the proposed method. These
techniques do not require any special instrumentation, but
in most cases, they use homemade devices, they are not
particularly rugged, and the repeatability is very much
dependent on the user.
Real samples
Different types of water samples were analysed: tap water and
wastewater (taken at the influent and effluent streams of the
same wastewater treatment plant). The samples were not
subjected to any kind of previous manipulation. Matrix effects
were investigated by comparing the signals obtained in
ultrapure water with those provided by the three water samples
spiked with the compounds at 50 ng/L (Fig. 4). In all cases,
non-spiked samples were also analysed and the obtained peak
areas were subtracted from those corresponding to the spiked
samples. For tap water and treated wastewater (effluent), no
matrix effect was observed, with recoveries between 96% and
106% with respect to ultrapure water in all cases. However, in





LOD (ng/L) water samples Reference
MeP iPrP nPrP BuP MeTCS BzP TCS
SBSE-TD-GC-MS Ac2O/NaHCO3 5 1.86 0.64 4.12 1.06 0.54 2.80 1.39
SBSE-TD-GC-MS – 10 – – – – – – 5 [16]
– 10 – 20×103 17×103 17×103 – – – [19]
SBSE-LD-LC-DAD – 25 – – – – – – 100 [22]
SPME-GC-MS/MS MTBSTFA 10 8.33 – 0.67 0.33 – 1.67 – [30]
SPME-GC-MS MSBSTFA 22 – – – – 0.67 – 0.67 [49]
Ac2O/Na2HPO4 10 17 – 4.0 5.7 – – 6.5 [15]
SDME-GC-MS BSA 3 15 2 4 1 – – – [20]
SPE-GC-MS PFPA 1,000 100 – 100 100 – – 100 [42]
MTBSTFA/
TBDMSCI
SPE-LVSS-NACE-DAD – 500 30 – 25 25 – 31 – [26]
SPE-UHPLC-MS/MS – 100/250/500 1 – 1 – – 1 3 [50]
DLLME-GC-MS/MS MTBSTFA 10 – – – – 1.67 – 0.67 [33]
DLLME-UHPLC-TUV – 5 – – – – 236 – 134 [17]
USAEME-GC-MS/MS Ac2O/Na2HPO4 10 16.4 – 7.70 3.90 – – 5.84 [48]
MALLE-GC-MS/MS Ac2O/Na2HPO4 18 0.3 0.1 0.7 0.6 – 0.6 1.1 [34]
SBSE stir-bar sorptive extraction, TD thermal desorption, LD liquid desorption, SPME solid phase microextraction, SDME single-drop
microextraction, SPE solid phase extraction, LVSS large-volume sample stacking, DLLME dispersive liquid–liquid microextraction, USAEME
ultrasound-assisted emulsification–microextraction, MALLE membrane-assisted liquid–liquid extraction, GC gas chromatography, LC liquid
chromatography, NACE non-aqueous capillary electrophoresis, UHPLC ultra-high-performance liquid chromatography, MS mass spectrometry,
DAD diode array detector, TUV tunable ultraviolet detection
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non-treated wastewater (influent), a significant decrease in the
signal was observed for all the compounds. Accordingly, for
quantification of the compounds studied, external calibration
was used for tap water and treated wastewater, and the
standard additions procedure was adopted for non-treated
wastewater.
Table 3 shows the prediction values obtained. Methyl-
paraben was detected in tap water at concentrations around
15 ng/L. High levels of n-propylparaben and triclosan
(502±63 and 1,099±88 ng/L, respectively) and trace levels
of methyltriclosan (1.5±0.2 ng/L) were detected in non-
treated wastewater. This same water, taken from the effluent
stream, showed only 5±3 ng/L of triclosan, which indicates
a high removal of lipophilic compounds in the wastewater
treatment plant.
Conclusions
An in situ derivatisation SBSE-TD-GC-MS method has
been developed for the analysis of parabens, triclosan and
methyltriclosan in water samples. This is the first time that
this methodology has been employed for the determination
of these compounds in aqueous samples. The variables
affecting the simultaneous acetylation reaction performed to
decrease analyte polarity were basic medium and volume of
acetic anhydride. The variables related to the sorptive
extraction step included sample volume, extraction time
and the addition of NaCl. Thermal desorption parameters













































































Fig. 4 SIM chromatograms of water samples spiked at 50 ng/L. 1 methylparaben acetate, 2 isopropylparaben acetate, 3 n-propylparaben acetate,
4 butylparaben acetate, 5 methyltriclosan, 6 benzylparaben acetate, 7 triclosan acetate
Table 3 Concentrations (ng/L) detected in tap water, non-treated
wastewater (influent) and treated wastewater (effluent)
Compound Tap water Influent water Effluent water
MeP 17±4 <LOQ <LOQ
iPrP <LOQ <LOQ <LOQ
nPrP <LOQ 502±63 <LOQ
BuP <LOQ <LOQ <LOQ
MeTCS <LOQ 1.5±0.2 <LOQ
BzP <LOQ <LOQ <LOQ
TCS <LOQ 1099±88 5±3
952 A.M. Casas Ferreira et al.
(cryofocusing temperature, desorption flow, desorption
time, desorption temperature) were optimised using a
Box–Behnken experimental design.
The optimised method proved to be efficient, easy-to-use
and highly sensitive, with recoveries higher than 80% in
most cases. It showed good linearity, high correlation
coefficients and no lack of fit. The detection limits were
of low nanograms per litre, equaling or improving the
results obtained with other proposed techniques.
The method was successfully applied in real water
samples. Triclosan and n-propylparaben were detected in
the micrograms per litre range in influent water from the
main WWTP of Leipzig.
Acknowledgements The authors acknowledge the financial support
of the Consejería de Educación y Cultura of the Junta de Castilla y
León (Project GR87). Casas Ferreira A.M. acknowledges a FPU grant
from the Spanish Ministry of Education. The authors are grateful to
Iria Gonzalez and Dr. J. B. Quintana of the University of Santiago de
Compostela for their kind offer of reference compounds from their
collection for our research.
References
1. Daughton CG, Jones-Lepp TL (2001) Pharmaceuticals and
personal care products in the environment. American Chemical
Society, Washington
2. Singer H, Müller S, Tixier C, Pillonel L (2002) Environ Sci
Technol 36:4998–5004
3. van Meeuwen JA, van Son O, Piersma AH, de Jong PC, van den
Berg M (2008) Toxicol Appl Pharmacol 230:372–382
4. Byford JR, Shaw LE, Drew MGB, Pope GS, Sauer MJ, Darbre
PD (2002) J Steroid Biochem Mol Biol 80:49–60
5. Boberg J, Taxvig C, Christiansen S, Hass U (2010) Possible
endocrine disrupting effects of parabens and their metabolites.
Reprod Toxicol 30:301–312. doi:10.1016/j.reprotox.2010.03.011
6. Soni MG, Carabin IG, Burdock GA (2005) Food Chem Toxicol
43:985–1015
7. Orvos DR, Versteeg DJ, Inauen J, Capdevielle M, Rothenstein
A, Cunningham V (2002) Environ Toxicol Chem 21:1338–
1349
8. Canosa P, Morales S, Rodríguez I, Rubí E, Cela R, Gómez M
(2005) Anal Bioanal Chem 383:1119–1126
9. Mezcua M, Gómez MJ, Ferrer I, Aguera A, Hernando MD,
Fernández-Alba AR (2004) Anal Chim Acta 524:241–247
10. Fiss EM, Rule KL, Vikesland PJ (2007) Environ Sci Technol
41:2387–2394
11. Allard AS, Remberger M, Neilson AH (1987) Appl Environ
Microbiol 53:839–845
12. Nieto A, Borrull F, Marcé RM, Pocurull E (2009) J Chromatogr A
1216:5619–5625
13. Nuñez L, Turiel E, Martín-Esteban A, Tadeo JL (2010) Talanta
80:1782–1788
14. Agüera A, Fernández-Alba AR, Piedra L, Mézcua M, Gómez MJ
(2003) Anal Chim Acta 480:193–205
15. Regueiro J, Becerril E, García-Jares C, Llompart M (2009) J
Chromatogr A 1216:4693–4702
16. Kawaguchi M, Ito R, Honda H, Endo N, Okanouchi N, Saito
K, Seto Y, Nakazawa H (2008) J Chromatogr A 1206:196–199
17. Guo JH, Li XH, Cao XL, Li Y, Wang XZ, Xu XB (2009) J
Chromatogr A 1216:3038–3043
18. Canosa P, Rodríguez I, Rubí E, Cela R (2007) Anal Chem
79:1675–1681
19. Ochiai N, Sasamoto K, Takino M, Yamashita S, Daishima S,
Heiden AC, Hoffmann A (2002) Anal Bioanal Chem 373:56–63
20. Saraji M, Mirmahdieh S (2009) J Sep Sci 32:988–995
21. Márquez-Sillero I, Aguilera-Herrador E, Cárdenas S, Valcárcel M
(2010) J Chromatogr A 1217:1–6
22. Rita A, Silva M, Nogueira JMF (2008) Talanta 74:1498–1504
23. Kawaguchi M, Ito R, Honda H, Endo N, Okanouchi N, Saito K,
Seto Y, Nakazawa H (2008) J Chromatogr B 875:577–580
24. Zotou A, Sakla I, Tzanavaras PD (2010) J Pharm Biomed Anal
53:785–789
25. Beltran A, Marcé RM, Cormack PAG, Borrull F (2010) Synthetic
approaches to parabens molecularly imprinted polymers and their
applications to the solid-phase extraction of river water samples.
Anal Chim Acta 677:72–78. doi:10.1016/j.aca.2010.07.021
26. Blanco E, Casais M, Mejuto M, Cela R (2009) Anal Chim Acta
647:104–111
27. Benijts T, Lambert W, De Leenheer A (2004) Anal Chem 76:704–711
28. Benijts T, Dams R, Lambert W, De Leenheer A (2004) J
Chromatogr A 1029:153–159
29. Kasprzyk-Hordern B, Dinsdale RM, Guwy AJ (2008) Anal
Bioanal Chem 391:1293–1308
30. Canosa P, Rodríguez I, Rubí E, Bollaín MH, Cela R (2006) J
Chromatogr A 1124:3–10
31. Zhao RS, Yuan JP, Li HF, Wang X, Jiang T, Lin JM (2007) Anal
Bioanal Chem 387:2911–2915
32. Rezaee M, Yamini Y, Faraji M (2010) J Chromatogr A
1217:2342–2357
33. Montes R, Rodríguez I, Rubí E, Cela R (2009) J Chromatogr A
1216:205–210
34. Villaverde-de-Sáa E, González-Mariño I, Benito-Quintana J,
Rodil R, Rodriguez I, Cela R (2010) Anal Bioanal Chem
397:2559–2568
35. Baltussen E, Sandra P, David F, Cramers CA (1999) J Micro-
column Sep 11:737–747
36. Bicchi C, Cordero C, Rubiolo P, Sandra P (2003) J Sep Sci
26:1650–1656
37. Coelho E, Coimbra MA, Nogueira JMF, Rocha SM (2009) Anal
Chim Acta 635:214–221
38. Rodil R, Moeder M (2008) J Chromatogr A 1179:81–88
39. Kawaguchi M, Ito R, Honda H, Endo N, Okanouchi N, Saito K,
Seto Y, Nakazawa H (2008) J Chromatogr A 1200:260–263
40. Prieto A, Zuloaga O, Usobiaga A, Etxebarria N, Fernández LA
(2007) J Chromatogr A 1174:40–49
41. Schummer C, Delhomme O, Appenzeller BMR, Wennig R, Millet
M (2009) Talanta 77:1473–1482
42. Lee HB, Peart TE, Svoboda ML (2005) J Chromatogr A
1094:122–129
43. Okumura T, Nishikawa Y (1996) Anal Chim Acta 325:175–184
44. Pérez-Pavón JL, Casas-Ferreira AM, Fernández-Laespada ME,
Moreno-Cordero B (2009) J Chromatogr A 1216:1192–1199
45. Boyd T (1994) J Chromatogr A 662:281–292
46. Blythe JW, Heitz A, Joll CA, Kagi RI (2006) J Chromatogr A
1102:73–83
47. Nakamura S, Daishima S (2004) J Chromatogr A 1038:291–294
48. Regueiro J, Llompart M, Psillakis E, Garcia-Monteagudo JC,
García Jares C (2009) Talanta 79:1387–1397
49. Canosa P, Rodríguez I, Rubí E, Cela R (2005) J Chromatogr A
1072:107–115
50. Pedrouzo M, Borrull F, Marcé RM, Pocurull E (2009) J
Chromatogr A 1216:6994–7000
GC-MS determination of parabens, triclosan and methyl triclosan 953
  
VIII 
EXTRACCIÓN POR ADSORCIÓN EN BARRA 
AGITADORA DE PARABENOS, TRICLOSÁN Y 
METIL TRICLOSÁN EN SUELOS, SEDIMENTOS 
Y LODOS CON LA UTILIZACIÓN DE UNA 
REACCIÓN IN SITU Y DETERMINACIÓN POR 
CROMATOGRAFÍA DE GASES-
ESPECTROMETRÍA DE MASAS 
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1. INTRODUCCIÓN  
L a técni ca de tratami ent o de muestr a  denom i nad a ext r acci ón por 
adsorci ón en barr a agi tad ora (SBSE ) fue int roduci da por Bal t ussen y 
col ab orad or es [1] par a la ext r acci ón de com puest os orgáni cos present es en  
muestr as med i oambi ent al es , medi ant e  la adsor ci ón de los anali tos sob re 
barr as agit ador as (tam bi én llamad as twisters ® ).  Est as  barr as consi st en en un  
cuer po magnét ico encap sul ad o  en una fund a de vid ri o, en cuya super fici e 
se col oca una  capa de  pol id im et il sil oxano  ( PDMS )  [2].  Los anal it os son 
ext r aí d os medi ant e agi t aci ón del twister en la muest r a dur ant e un tiemp o 
det er mi nad o.  Una vez que ha teni do lugar la extracci ón, el twister se ret i ra 
de la muest r a y se intr oduce  en un tubo de term od esor ci ón de  vid ri o, el cual 
se col oca en una unid ad de d esor ción térm i ca (TDS), dond e los anali tos son 
recup er ad os térm i cam ente y transferi d os al sist em a crom atog ráfi co (GC) [3]. 
Adi ci onalm ent e, la desor ción líqui da pued e comb i nar se con GC y 
cro m atog rafí a de líqui d os (LC) [4].  En el prim ero de los casos, la iny ecci ón 
de grand es vol úm enes de muestr a  es una prácti ca hab it ual  par a conseg ui r la 
máxim a sensib il id ad posib l e [4]. Par a asegur ar la com pl eta transfer encia de 
la fracci ón adsorb id a al sist em a, es preferi bl e la util i zaci ón de la desor ci ón 
térm i ca.  
La SBSE se ha uti li zad o princip alm ent e par a el análi si s de difer ent es 
tipos de cont am i nant es en mat ri ces acuosas, pud iénd ose encontr ar cient os 
de apl icaci ones en bibl i og r afí a  [5 - 10]. Tamb i én pueden encont r ar se 
apli caci ones par a la deter mi naci ón de com puestos orgáni c os en fluid os 
biol ógi cos [11 - 15] o en mat r ices alim entari as [16- 19]. 
Par a el caso del análi si s de suel os por SBSE , la mayor ía de las 
apli caci ones requi er en una etapa de ext racci ón previ a de los anal it os del 
suel o, con técnicas tal es com o extr acci ón con dis olv ent es asi sti da por 
ultr asoni d os (USE ) [20,21], ext r acci ón líquid a a presi ón  ( PLE ) [22] o 
ext r acci ón con agua subcr ít i ca presur izada (PSWE ) [23]. Es el extr act o, 
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previ am ent e dil uid o en agua, el que se som et e al proceso de ext r acci ón por 
SBSE . Apenas pued en encont rar se refer enci as respect o a la ext r acci ón de 
cont am inant es añad i endo dir ect am ente el twister en la matr iz de  suel o. 
Úni cam ent e el grupo de Tan y col abor ad or es [24] ha anali zad o un conj unt o 
de  compuest os disr up t or es end ocr i n os ( endocrine disruptor compounds, EDCs) 
en muest ras de biosóli d os y lodos, col ocand o el twister direct am ent e en la 
muestr a sól id a.  
Los ester es del áci do p- hid r oxi b enzoico (parab enos) y el 2- (2,4 -
d i cl orofenoxi ) - 5- cl orofenol (tr icl osán) son com puest os con propi ed ad es 
bacteri cid a s y ant imi cr ob i anas, que se uti li zan fund am entalm ent e en la 
for mul aci ón de prod uct os de cui dad o per sonal ( personal care products, PCPs), 
tal es com o past as de dientes, desod or ant es, cremas, fil tr os sol ar es y gel es de 
baño [25]. Adi ci onalm ente, los par ab enos  se añaden como conserv ant es a 
los alim ent os env asados y a las bebi d as. El tri cl osán tamb i én se incor por a 
com o biocid a en ropa deport iv a, alfom br as, juguetes de plásti co y bat er ías 
de coci na  [26]. El met il tricl osán se crea com o subpr od uct o de degr ad aci ón 
del tricl osán en las plant as de trat am i ent o de aguas resid ual es [27]. Este tipo 
de com puest os se encuent r an dent r o de los EDCs, y var ios est ud ios han 
inform ad o de su act ivi d ad est r og éni ca [28 - 31].  
Se han publi cad o pocos trab ajos  en los que se det ermi nen es tos 
compuest os en muest ras med ioam bi ental es. Su presencia ha sido 
confi rm ad a en matr ices acuosas [32- 34], aunque tamb i én pued en encontr ase 
apli caci ones en  muest r as de air e [35] o polv o [36]. Teni end o en cuent a que 
las  agua s  resid ual es  se est á n  re ut il izando  de for ma  creci ent e para la 
irri gaci ón de suel os, es necesar io el desarr oll o de métod os fiabl es par a la 
det er mi naci ón de estos compuest os en dichas  mat ri ces. El grupo de L. 
Nuñez y col abor ad ores ha propuest o el análi si s de parab enos en suel os 
util izando  l a ext r acci ón asi st id a por ultr asoni d os [37] o la extr acci ón en fase 
sól id a uti li zand o pol ímer os de impresi ón mol ecul ar [38]. Niet o y 
col ab orad or es [39] han uti li zad o la ext r acci ón con líquid o presur izado  par a 
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el análi si s de parab enos en lod os resi d ual es. R espect o al tri cl osán en 
matr ices de suel os, las técni cas uti li zad as para su anál i si s han sido la 
ext r acci ón con disolv ent es asi stid a por micr oond as (MASE ) [40], la 
ext r acci ón con disolv ent e asi sti d a por ultr asoni d os (USE ) [41] y la extr acci ón 
líqui da a pre s i ón  (PLE ) [42 - 44], técni cas que requi er en la util izaci ón de 
disol v ent es orgáni cos y de un elevad o tiem p o de trab aj o. C. Sanchez -
B r unet e y col ab or ad or es e  I. Gonzal ez- Mar i ño y col ab or ad or es han 
propuest o la det erm i nación de tri closán y met il tricl osán en s uelos y lodos 
util izando disper si ón en matr iz de fase sólid a (MSPD) [45,46].  
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2. OBJETIVO  
E l obj eti vo del present e trabaj o se encuent ra dentro de la línea gener al 
plant ead a en la mem or i a, en la que se busca proponer y desar roll ar nuev as 
est r at egi as de trat am ient o de muest ra par a la det ermi naci ón de 
cont am inant es orgáni cos en matr i ces medi oamb i ent al es , dentr o de la nuev a 
tend enci a conoci d a como Quími ca Anal ít i ca Verd e. Lo que se busca es 
rest ri ngi r el uso de disol v ent es orgáni cos, así com o generar la míni ma 
cant id ad de resid uos, que, en muchos casos, son más tóxi cos que los propi os 
anali t os que se qui er en det erm i nar .  
Hast a est e punt o de la mem ori a, los est udi os  se han cent rad o  en mat ri ces 
acuosas. Tom and o com o refer encia el capí tul o ant eri or , en el cual se po ne a 
punt o una nuev a met od olog ía par a la det er mi naci ón de par ab enos, 
tricl osán y meti l tri cl osán en matr ices acuosas utilizand o la extr acci ón por 
adsorci ón con barr a agit ad or a (SB SE ) y una reacción de deri vati zaci ón in 
situ , el obj eti vo del present e trab aj o consi st e en evaluar si la util izaci ón de la 
técni ca SBSE con una reacci ón in situ  pued e apl i carse de form a sati sfact or ia 
en suel os, par a la extr acción dir ect a de est os com puest os  sin la necesi dad de 
util izar disolv ent es orgáni cos . Est a met od ologí a tiene la vent aja de red uci r 
de form a consi der ab l e el tiemp o de ext racción y anál i si s cuand o se com para 
con las técni cas más trad ici onal es , tal es como las ext r acci ones sóli d o - l í quid o 
comb i nad as con la ext r acci ón en fase sól id a (SPE ) o la ext r acci ón líqui do -
l í qui d o (LLE ). Como reacci ón de deri vati zaci ón se propone la acet il aci ón 
con anhí dr id o acéti co en medi o bási co, al ser una de las más uti li zad as par a  
compuest os fenól ic os [34,47,48]. Se llev ó a cab o la optim i zación de la 
reacci ón de deri vati zaci ón y del paso de ext r acción, par a la obt enci ón de las 
condi ci ones más favor ab les. Los anali t os enri queci d os fuer on desor bi dos 
térm i cam ent e uti li zand o un sist em a de term odesor ción acopl ado a un 
crom atóg rafo de gases (GC) y a un espectr óm etr o de masas (MS).  
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3. EXPERIMENTAL  
 
3.1. Reactivos  
E l isopr op il p ar ab eno (iPr P) fue sumi ni st rad o por TCI Europ e 
(Zwij ndr echt, Bél gi ca). El rest o de los par ab enos (meti lp arab eno (MeP), n -
pr opil p ar abeno (nPr P), n - b uti lp arab eno (BuP), benci lp arab eno (BzP)), el 
tricl osán (TCS) y el met il tri clos án (MeTCS) fuer on sum i ni st rad os por 
Sigm a - Ald ri ch (Stei nheim , Alem ani a). Con la let r a A se asi gnar á a los 
deri v ad os aceti l ad os de los com puest os. El met anol grad o analí ti co, 
acet oni tr il o, clor ur o sódi co, acet at o de eti l o, así como la sal  que proporci ona 
el  med i o bási co  NaHCO 3  fuer on propor ci onad as por Merck (Darm stadt , 
Alemani a). El  anhíd ri do acét i co (Reag ent Plus ® ) fue sum i ni str ad o por Sigm a 
Ald ri ch (Muni ch, Alemani a).  La est r uct ur a quím i ca, así com o los 
coefi ci ent es oct anol /agua de los com puest os y los tie m p os de ret enci ón 
cor r esp ond i ent es al mét od o cromat og r áfi co propuest o se muestr an en la 
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Tabla 1:  Estructura, coeficientes octanol/agua y tiempos de retención de los compuestos 
estudiados. Los tiempos de retención corresponden a los anali tos derivatizados 
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3.2. Disoluciones estándar y suelos  
 
3.2.1. Disoluciones estándar  
Se preparar on disoluciones patr ón de todos los compuest os (500 mg/L en 
metanol ), las cual es se mant uv i er on a 4 °C en una nev er a. Se prepar ar on 
disol uci ones de trab aj o (cont eni endo to d os los anal it os) por dil uci ón con 
acet ona a la concent ración adecuad a par a dopar las muestr as de suel os. Los 
est udi os de opti mi zaci ón se llev ar on a cab o uti li zand o 0.5 g de suelo 
dopad o a un niv el de concent r aci ón de 100 µg/kg.  
 
3.2.2. Muestras de suelos  
Se utili zaron muestr as de suel os par a opt im izar la deri vati zaci ón y las 
condi ci ones de extr acci ón, así com o para det erm i nar las caract er í st i cas 
analí ti cas del mét od o. Se sel eccionaron tres tipos de suel os con propi ed ades 
muy difer ent es respecto a su capaci d ad de sor ción: un sed im ento  de río 
(Lei pzig , Alem ani a), un suel o de jard í n ( Nor uega ) y  un suel o arenoso 
(Lei pzig , Alem ani a). Tamb i én se incluy ó un lod o en el est ud i o, recog id o en 
una plant a de trat am i ento de agua resi d ual de Lei pzi g , una ciud ad que 
abar ca  unos 5 00 000 habit ant es.  El lod o se secó y tami zó, recog i énd ose la 
fracción por deb aj o de 1 mm, la cual se almacenó en un frasco ámb ar a una 
temper at ur a de 4 °C hasta que tuv o lugar el análi si s. Las car act erí sti cas de 
los suel os se midi er on util izando un  anali zad or “Hi ghT OC II ” ( Hanau, 
Alemani a). Los val or es de cont eni do de car bono orgáni co (TOC) e 
inorg ánico  (TI C), así como cont eni do tot al  de car bono  (TC) se muest r an en 
la tabl a 2.  
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Tabla 2: Características de los suelos utilizados en el estudio  
Suelo TOC (%) TIC (%) TC (%) 
Sedimento de río 5.51 0.21 5.73 
Suelo de jardín 1.55 0.03 1.58 
Suelo arenoso 7.11 0.03 7.14 
Lodo 24.2 0.28 24.5 
 
Las muestr as de suel o dopad as se prepar ar on añad i end o sob re 50 g de 
suel o 75 mL de una disol uci ón en acetona que cont ení a los anali t os en 
est udi o.  Post eri or m ent e, se dej ó que el disol vent e  se evapor ar a de form a 
lent a  a tem per atur a amb i ent e , homog enei zand o la muest ra de for ma 
frecuent e. Las muest r as dopadas se alm acenaron a 4 °C en cond i ci ones de 
oscuri d ad par a evit ar la degr ad aci ón de los compuest os. En tod os los casos, 
la concentr aci ón de los anal it os en el suel o se refi er e  a peso seco  de muest ra .  
La opti mi zaci ón y eval uaci ón del métod o se llev ó a cab o utili zand o 
fracciones de 0.5 g de sed im ento  de río dopad o a los niv el es de 
concentr aci ón requer id os en cad a caso. Se  confi rm ó la ausenci a de anal it os 
en est e suel o som et i end o a una por ci ón del mism o  al proceso de ext r acción 
y al corr esp ond i ent e análisi s instr um ental .  
 
3.3. Reacción de derivatización y extracción  
En un vial de gener aci ón de espacio de cab eza de 10 mL se añad i er on 0.5 
g de suel o dopad o. A cont i nuaci ón, se añad i er on 5 .0  mL de una disol ución 
acuosa de NaHCO 3  0.4 M. Sob r e la mezcl a se intr od uj o  la bar r a agi tad or a 
( Twister; Ger st el , Mül l heim a/d Ruhr ; Alem ani a) co nt eni endo la capa  de 
poli dim eti l si l oxano (PDMS) y se añad i er on  400 µL de anhí dr id o acéti co. El 
vial se cer r ó herm éti cam ent e con ayud a de un septum de tefl ón recub i er t o 
de sil i cona, y la mezcl a se agit ó dur ant e 60 min a una velocid ad de 1000 rpm 
(V ari om ag M ul ti p oi nt 6/15, H+PL ab ort echni k , Ober schl ei ssheim ,   Muni ch,  
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Al emani a) a temper at ur a amb i ent e. Una vez que la ext r acci ón hub o  teni d o 
lugar , el twister se ret ir ó, se lav ó con agua bid est il ada y se secó con un papel 
lib r e de cel ul osa. Finalm ent e el twister s e col ocó en un tub o de 
term od esor ci ón  y los anal it os  se desorb i er on en el sistema de desorci ón 
térm i ca  y fuer on transfer id os al sist ema cromat og r áfi co par a su anál i si s.  
 
3.4. Instrumental  
Para llev ar a cab o el anál i si s TD - GC - MS , se utili zó un crom at ógr afo 
Agi l ent 6890 (Agil ent Technol og i es, Pal o Alt o, CA, USA) acopl ad o a un 
sist em a de term od esorci ón de Ger st el (TDS A). Tod os los exper im ent os se 
llev aron a cab o util izando un inyect or de temperat ura progr am ad a (PTV , 
CIS - 4), con un liner  vacío , par a focal izar cri og énicam ent e los anal it os de 
for ma previ a a su intr od ucción en la col umna crom at ogr áfi ca. El 
enfr i ami ent o se llevó a cab o uti li zand o nit róg eno líqui do. Como det ect or se 
util izó un espectr óm etr o de masas de tipo cuad r upol ar (HP 5973 N).  
 
3.5. Condiciones  instrumentales  
Las cond i ci ones sel ecci onad as par a el sist ema de ter m od esor ción fuer on 
las obt enid as en el capí tul o ant eri or (par ab enos, tricl osán y met il tricl osán 
en aguas). De form a resum id a, estas fuer on: temper at ur a de desor ci ón, 275 
°C; tiemp o de des or ci ón, 6 min y fluj o de hel i o (fl uj o de desor ci ón ) , 100 
mL/mi n. Dur ant e el proceso de desor ci ón, la tem per atur a del PTV se 
mant uvo a – 10 °C (modo solvent-vent). Una vez finali zad o el proceso de 
desor ci ón, la tem per at ur a del PTV se aum ent ó desde – 10 °C h ast a 280 °C, a 
una vel oci d ad de 720 °C/m i n (mant eniénd ose 5 min), para transferi r los 
anali t os al sist em a crom atog r áfi co. La inyecci ón se llev ó a cab o en el mod o 
de inyección hot splitless a una tem per atur a de 280 °C, fij and o un tiemp o de 
splitless de 2 mi n.  
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Par a llev ar a cabo el anál i si s crom at ogr áfico, se util izó una col um na 
capil ar HP - 5MS (30 m x 250 µm diám et r o int erno, 0.25 µm espesor de 
pelí cula, Agi l ent J&W colum n, Waldb r onn, Alem ani a). Com o gas port ad or 
se util i zó heli o, con un fluj o de 1.2 mL/mi n. El progr am a d e tem per at uras 
del hor no impl i ca una tem per atur a ini ci al de 6 0 ° C dur ant e 2  min;  est a 
temper at ur a se incr em ent ó hasta 175 °C a una vel oci d ad de 65 ° C/m i n , 
incr em ent ándose de nuev o hast a 200 °C a una vel ocid ad de 45 °C/mi n 
(mant eni end o est a tem perat ura dur ant e 2 min) y alcanzando finalm ent e una 
temper at ur a de 280 °C a una vel oci d ad de 40 °C/m i n, mant eni énd ola  
dur ant e 1 min . El espect r óm et r o de masas se util izó en el modo de 
adqui si ci ón de dat os Scan para los est udi os de opt im ización, regi st r ánd o se 
las relaciones m/z ent r e 50 y 350 uma,  y en el mod o de monit or i zación de 
iones, SIM, par a la cali braci ón y el análi si s de muest r as real es. Los iones 
car act erí sti cos de cad a com puest o se muestr an en la tabl a 3. Se trab ajó en la 
mod ali dad de impact o elec t r óni co con un vol t aj e de ioni zaci ón de 70 eV. El 
fil am ent o se m ant uv o apagad o hasta el minut o 4.50 min del análi si s 
crom atog ráfi co .  
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4. RESULTADOS  
 
4.1. Reacción de derivatización  
L a aceti l aci ón es una reacci ón util i zad a de form a habi t ual par a la 
deri v a t izaci ón de compuest os fenól i cos en matr ices acuosas. En la figur a 1 
se com par an las señales obt enid as sin der iv at i zación y con der iv ati zaci ón . 
Se obser v a un  not ab l e  incr em ent o en las señal es de los compuestos cuando 
la deri v at izaci ón sí tiene lugar . Par a el caso del meti l tri cl osán la señal 
perm anece const ant e, lo cual ind i ca que el com puest o es est abl e en las 
condi ci ones de deriv ati zaci ón.   
Figura 1: Comparación de las señales sin derivatización y con derivatización  
A la hora de opti mi zar la reacci ón de d er iv at i zación, se decid ió est udi ar 
la rel ación entr e la concent r aci ón de base y el volum en de ácid o añad id o. 
Los int er val os estudi ados fuer on ent r e 0.1 M y 0.4 M par a la concentr aci ón 
















   V I I I  Deter mi n a ci ón de pa ra be n os , tr icl os á n y meti l tr icl os án en suel os  
_________________________________________________________________________  
2 5 6  
de NaHCO 3 , que proporci onab a el med io bási co , y ent r e 50 µL y 400 µL 
par a el volum en de anhí dr id o acéti co. En la figur a 2 se muest r an los 
result ados obt enid os par a tres de los com puest os est udi ados (MePA, BuPA 
y TCSA), repr esent at iv os del comport am ient o observ ado.  
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Figura 2:  Variación de la señal 
analítica para cada compuesto al 
añadir diferentes cantidades de 
anhídrido acético y utilizar 
diferentes concentraciones de base 
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A medi d a que aum enta el vol um en de anhíd ri d o acét i co, aum en ta la 
señal analí ti ca para la mayorí a de los compuest os, excep to par a los más 
pol ar es, repr esentad os por el MePA . Por tanto, en gener al ,  l os mej or es 
result ados se obt uvi er on cuand o se añadí a 400 µL de anhí dr id o acéti co, 
par a concentr aci ones de NaHCO 3  de 0. 25 o 0.4 M. Com o cond i ci ones de 
trab aj o se sel eccionó  dicha canti d ad de anhí dr id o acét ico, con  una 
concentr aci ón de NaHCO 3  0.4 M, par a asegur ar el mant enimi ent o del pH 
bási co del medi o .  
 
4.2. Optimización de la extracción  por SBSE  
E n el procedim i ent o que se propone, dond e exi st en vari as fases  (suel o, 
disol uci ón acuosa y fase del twister) , l os com puestos exógenos present es en 
la mat ri z sól id a  se van a dist r ib u i r  en difer ent es propor ci ones entr e las 





iSP CCC →←→←  
dond e C iS P  es la concent raci ón d e anal it o i en la fase sól id a,  C iLP  en la fase 
líqui da  y C iP D M  en la fase de PDMS  [49] .  
La dist rib ución de un anal it o i ent r e las fases present es depend e de su 
hidr ofobi c i dad . Los  e quili br i o s  A y B están dir ectam ent e rel aci onad os, ya 
que el anal it o sub st r aí do por la fase de PDMS de la fase acuosa (equil ib ri o 
B) es par ci al o totalm ente rest abl eci do por su re di st r ib uci ón ent r e la mat ri z 
sól id a y la fase líqui d a (equi li br io A) .  
Con obj e to de modi fi car la nat ur al eza de la fase líqui da, y, por tant o, su 
capaci dad ext r act ant e, se est udi ó la infl uencia de la adi ci ón al medi o acuoso 
de disolv ent es orgáni cos y de un elect r ol it o. Adi cionalm ente, se est udi aron 
otr as vari ab l es que infl uy en en el procedim i ent o de SBSE , como son la 
cant id ad de suelo y el tiem p o y temper at ur a de extr acci ón.  
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Par a est udi ar el efect o  de la modi fi caci ón de la polar id ad  de la fase 
líqui da, se prob ar on dos mod i ficador es orgáni cos, metanol (MeOH, log K o w 
= - 0.63) y acet oni tr il o (MeCN, log K o w = - 0.15). Se añad i er on difer ent es 
por cent aj es de MeOH a la fase acuosa: 0, 10, 30 y 50 %. Respect o al 
acet oni tr il o, se est ud i ar on los val or es 10 y 30 %. Los resul t ad os se muest r an 
en la figur a 3. El compor t ami ent o es análog o par a los d os disolv entes 
(result ados most r ad os solo par a el MeOH), con una dism i nuci ón de la señal 
par a los parab enos  a med id a que aum enta el por centaj e de disolv ent e 
org áni co. Sin emb ar g o, par a el meti l tri cl os án y el acet at o de tri cl osán , las 
condi ci ones ópti mas i mpli cab an  un cont eni d o de disol v ent e orgáni co del 30 
%. Com o sit ua ción de compr om i so se sel ecci onó  trab aj ar sin añad ir 






















Figura 3: Influencia de la adición sobre la fase acuosa de diferentes porcentajes de 
disolvente orgánico  
Se est udi ó la infl uenci a de la fuer za iónica del medi o, añadi end o una sal 
inert e (NaCl ) dur ant e el proceso de extr acci ón. Se añad i er on tres cantid ad es, 
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0, 1.0 y 2.5 g ( sob r esat uraci ón ), sobr e la muest r a (0.5 g de suel o + 5 .0 mL de 
disol uci ón ac uosa , figur a 4 ). Al aum ent ar la cant id ad de elect r oli t o en el 
medi o, la señal analí ti ca dismi nuí a par a tod os los com puest os, excep to par a 




















Figura 4:  Influencia de la adición de un electrolito al medio  
Se est udi ó la adi ci ón de difer ent es canti dad es de suel o . Los val or es 
est udi ad os fuer on: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 g de suel o. La canti dad de fase 
acuosa (5.0  mL) se mant uv o constant e, si bien la cant id ad de base y 
anhí dr id o acéti co par a llev ar a cab o la r eacci ón se aum entó de form a 
propor ci onal a la cant id ad de suel o  par a asegur ar la der iv at i zación de los 
compuest os . El tiem p o de ext r acci ón se fijó en 240 min, par a asegurar la 
compl et a ext racción de tod os los anal it os. Los result ad os se muestr an en la 
figu ra 5. El aum ent o de muest r a no impl i ca un aument o de la señal anal ít ica 
par a la mayorí a de los com puest os (except o par a el MeTCS y el TCSA). De 
la misma form a se obser vó, en gener al , un aum ento de la irr epr od uci bi li dad 
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del proceso, asoci ada a la mayor difi cult ad par a agi tar la mezcl a suel o - ag ua. 




















Cantidad de muestra (g)
 
Figura 5: Influencia de la adición de d iferentes cantidades de muestra 
Se est udi ó el tiem po necesar i o par a que la extr acción por SBSE tuvi era 
lugar . Est e est ud i o se llevó  a cab o a temper at ura ambi ente y a 50 °C  (fi gur a 
6) .  
VIII  Deter mi n a ci ón de pa r a ben os , tr icl os á n y meti l tr icl os á n en suel os   
 _________________________________________________________________________  
2 6 1  
Figura 6: Curvas de extracción para cada uno de los analitos en función del tiempo 
(min) y de la temperatura ( ° C) de trabajo 
 



























































































































   V I I I  Deter mi n a ci ón de pa ra be n os , tr icl os á n y meti l tr icl os án en suel os  
_________________________________________________________________________  
2 6 2  
Se obser v ó que el tiemp o necesar io par a alcanzar el equi li br io a 
temper at ur a amb ient e osci l ab a entr e 60 y 120 min, excep t o par a el MeTCS y 
el TCSA, par a los cual es habr í a que aument ar los tiem pos de extr acci ón 
hast a val or es super i or es a 240 min. A 50 °C, el equil ib ri o se alcanzab a más 
rápi d am ent e (30 min), obser v ánd ose a tiem pos mayor es una dismi nuci ón 
de la señal . Par a la mayor í a de los compuestos los val or es son infer ior es a 
los obt eni d os a tem per at ur a ambi ent e en situación de equil ib ri o. El MeTCS 
y el TCSA present an un comport am i ent o disti nto, con un aum ent o muy 
signi fi cat iv o d e la señal al cal ent ar la muestr a. Sin embar go, se observ ó que 
el tiemp o de vid a  de los twisters se red ucía drást i cam ent e a esta 
temper at ur a. Com o sit uaci ón de compr omi so se sel ecci onó trab aj ar a 
temper at ur a amb ient e, fijand o un tiemp o de ext racci ón de 60 min, ya que la 
dism i nuci ón d e señal respect o a la situación de equi li br io era  muy poco 
acusada .  
 
4.3. Eval uación del método SBSE - TD- GC- MS 
Se obt uv i er on rectas de cal ib rado  par a cada uno de los compuest os 
util izando sed im ent o  de río, con siete niv el es de co ncentr aci ón  en un 
int er v al o entr e 1 y 100 µg/kg ( 1.0, 5.0, 10, 25, 50, 75 y 100 µg/kg , peso seco ). 
Cad a niv el se anali zó por tri pl i cad o. Com o señal analí ti ca se sel ecci onó el 
área de pico obt eni da ext r ay end o, en cad a caso, la rel aci ón m/z más 
abund ante del  espectr o de masas del compuest o. Las car act erí sti cas 
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Los mod elos de calib r aci ón most raban comport am ient o lineal. La va l id ez 
de los mism os se com pr ob ó medi ant e anál i si s de var i anza (ANOV A), 
observ ánd ose que ninguno de ell os present aba fallo de ajust e. El val or del 
coefi ci ent e de cor r el aci ón (R 2 ) era superi or a 0.99 en tod os los casos.  
Con obj et o de estudi ar la repetib il id a d  y repr od ucib il id ad del proceso, se 
anali zar on muest r as de suel o dopadas a un niv el de concentr aci ón de 50 
µg/kg en el mism o día (6 répli cas) y en otr os dos días difer entes (3 ré pli cas), 
respect iv am ent e. Los resul t ad os obt enid os, expr esad os com o desvi aci o nes 
est ándar rel ati vas (RSD, %) se muest ran en la tab la 3, con val or es inferi ores 
al 13 %. Est os val ores pued en consi d er ar se alt am ent e sati sfactori os, 
teni end o en cuent a que tant o el proceso de ext r acci ón com o el de 
deri v at izaci ón tienen lugar de form a sim ult ánea  y  dir ect a en  la muest r a de  
suel o , así com o  que  no se util iza ningún patr ón int er no.  
Los lím it es de detección (LD) y de cuanti fi caci ón (LQ) , cal cul ados com o 
3.3 y 10 veces, respecti v am ent e, la desvi aci ón est ánd ar de una muestr a con 
una rel aci ón S/N de 3  [50] , se muest ran tamb i én en la tabl a 3. Los lími t es de 
det ecci ón se encuent r an ent r e 0.08 µg/kg para el but il p ar abeno, y 1.06 µg/kg 
par a el met il p ar ab eno. Hay pocos trabaj os publ i cados con los que se puedan  
compar ar los result ad os obt eni dos con la me t odol og í a propuest a. L. Nuñez 
y col ab orad or es, util i zado la ext racción asi stid a  por ult r asonid os [37] o la 
ext r acci ón en fase sóli d a util izando pol ím er os de impr esi ón mol ecul ar [38] , 
obtuvi er on lími tes de det ección  par a los parab enos  en el rango 0.04- 0.14 
µg/kg y 0.16- 0.27 µg/kg , util izando 10 y 15 g de muest r a, respecti v am ent e. 
En amb os casos el anál isi s instr um ent al se llevó a cab o medi ant e LC -
MS/MS.  
Par a el tri cl os án y el met il tri cl osán, los LD  encont r ad os en la bib li og r afí a  
se encuentr an en el orden de los pocos µg/kg . En tod os los casos, las 
metod ol ogí as propuest as impl ican var ias etapas, que incluy en una 
ext r acci ón exhausti va de l suel o, con técni cas tal es com o PLE , USE o MSPD, 
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con la poster ior lim pi eza del ext r act o med i ant e SPE , y una etapa post er ior 
de der iv at i zación de los anal it os [41,44,45].  
La met od ol ogí a propuest a en el present e trabajo ofr ece import antes 
vent aj as respect o a estas técni cas de ext r acci ón, tal es como la minim i zaci ón 
de la manip ulaci ón de muest r a, la eli mi naci ón tot al del uso de dis ol v ent es 
orgáni cos, así com o la simpli fi caci ón del procedim i ent o analí ti co y una 
red ucci ón del tiem p o de trabaj o. Además, la uti li zaci ón de una reacci ón de 
deri v at izaci ón no com pl i ca el proceso, ya que tiene lugar al mism o tiemp o 
que la ext r acci ón.  
La exac t it ud del mét odo se eval uó en tér mi cos de recup er aci ones 
apar ent es. Se dopar on dos muestr as de sed im ent o  de río a dos  nivel es de 
concentr aci ón, 10 y 50 µg/kg . Los valor es obt enid os (tab la 3), cal cul ad os 
com o el coci ent e entr e la concentr aci ón pred i cha por el mod el o y la 
concentr aci ón teór i ca (expr esad a com o por cent aj e), se encuent r an ent r e el 91 
y el 110 %.  
Por últi mo, se cal cul aron los val or es de recup er ación absol ut a del 
proceso, com par and o las señal es gener ad as al ext r aer los anali t os en est ud io 
de las m uest r as sóli d as ,  con las obt enid as al inyect ar un patr ón de los 
compuest os deri vati zad os (pr oceso de der iv ati zación prev i am ent e descr it o 
en  el capí tul o VII,  S ecci ón 3.1, “ R eacti v os, disol uci ones est ánd ar y 
muestr as ”), col ocad o en el int eri or de un tubo de desor ci ón térm i ca 
empaquet ad o prev i am ent e con lana de vid ri o . Los val or es obtenid os  
(expr esados en por cent aj es)  fuer on 13 % para el meti l par ab eno, 12 % para el 
isopr opi lp arab eno, 11 % para el n - pr op il parab eno, 6 % para el 
buti lp arab eno, 3 % para el meti l t ri cl osán, 4 % para el benci lp arab eno y 3 % 
para el tri closán. Est os val or es son baj os, lo cual ind i ca que la ext racci ón no 
es  cuanti t at iv a, al igual que ocurr e en otras técni cas de ext racci ón  com o, por 
ej emp lo,  SPME . Sin emb ar g o, los valor es perm anecí an co nst ant es a lo lar go 
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del rango lineal del cal ibr ad o y los lím it es de detecci ón y cuanti fi cación 
obt enid os fueron sati sfactor i os.  
 
4.4. Muestras reales  
E l métod o propuest o se apl icó al anál i si s de parab enos, tri closán y met il 
tricl os án en var ias mat ri ces med i oamb i ent ales sóli das  de difer ent es áreas. Se 
anali zar on dos tipos de suel os (suel o de jar dí n y suel o arenoso) y un lod o.  
Se inv est ig ó la exi st enci a de efect o de matr iz com par and o las señal es 
cor r esp ond i ent es al  sed iment o  de río con las obt enid as en las o tr as matr i ces 
sól id as estudi ad as, dopadas a un niv el de concent r aci ón de 50 µg/kg  (fi gur a 
7). En tod os los casos se anal izaron  muest ras de los suelos sin dopar. Se 
confi rm ó la presenci a de nPr P en el suel o de jar dí n y, en el caso del lod o, se 
ident i fi caron  MeTCS y TCS. Las áreas de pico obt enid as se rest ar on a las 
cor r esp ond i ent es de los suel os dopad os.  
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Figura 7: Cromatograma obtenidos en los diferentes suelos estudiados, dopados a un 
nivel de concentración de 50 µg/kg  
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En la tabl a 4 se muest r an los coci ent es ent re las señal es obt enid as par a 
los anali t os en est ud i o en las difer ent es mat ri ces est udi ad as y las señal es 
obt enid as en la muestr a  de r ío.  
Tabla 4:  Cociente entre las señales obtenidas para los compuestos en estudio en los 
diferentes suelos estudiados y las señales obtenidas en el s edimento de río  (referencia, en 
negrita y cursiva) 
Compuesto Sedimento de río Suelo de jardín Suelo arenoso Lodo 
MeP 1 0.40 0.31 0.31 
iPrP 1 2.48 0.93 0.43 
nPrP 1 2.27 0.82 0.32 
BuP 1 4.64 1.20 0.28 
MeTCS 1 2.21 0.53 0.17 
BzP 1 3.31 0.55 0.28 
TCS 1 1.81 0.33 0.14 
 
Com o pued e obser v ar se, las señales obt enid as var í an drásti cam ent e, 
indi cand o que la com posici ón de la mat ri z infl uy e signi fi cat iv am ent e sobr e 
el proceso de ext r acci ón. Est os resul t ad os per mi t en concl uir  q ue, a la hor a 
de cuant i fi car muest r as real es util izand o la metod ol ogí a propuest a, es 
necesari o adopt ar un protocol o de adici ón estándar . Est e tipo de calib r aci ón 
es com ún cuando se trab aja con matr i ces com plej as, como es el suel o, 
util izando técni cas tal es  com o gener ación de espaci o de cab eza [51], 
QuE ChE R S [5 2] o microext r acci ón en fase sól id a [53]. Las mayor es 
diferencias  se obt i enen par a el lod o, compor t ami ento lógi co ant e su elevad o 
cont eni d o en mat er ia orgáni ca, que prov oca una mayor ret enci ón de los 
anali t os por la fase sóli da.  
Se llevó a cab o la det ermi naci ón  por adi ci ón est ánd ar de los niv el es de 
concentr aci ón encont r ad os de los anali t os en est udio en los difer ent es suelos 
est udi ad os. Para el caso del suel o de jard í n, se det erm i nó nPr P a un nivel de 
concentr aci ón de 1.5 µg/kg  y para el caso del lodo, se encont ró MeTCS a un 
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ni v el de concent r aci ón de 30 µg/kg  y TCS a un niv el de concentr aci ón de 
280 µg/kg .  
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5. CONCLUSIONES  
E n el present e trabaj o se propone la uti li zaci ón de la ext r acci ón por 
adsorci ón en bar r a agi tador a  con una reacción de der iv ati zaci ón in situ para 
el anál i si s de par abenos, tri cl osán y met il tri cl osán en suel os. En bib li ogr afía 
apenas se encuent r an aplicaci ones de ext racci ón por SBSE dir ect am ent e en 
suel os.  
Se est udi ar on los efect os de las var iabl es qu e infl uí an  en  la der iv at i zación 
y en  la  ext r acción, uti li zand o muest ras de río dopad as. Se com prob ó que el 
métod o optim izado  era senci ll o  y sensib l e, con lím it es de det ecci ón entr e 80 
ng/kg y 1.06 µg/kg . Se obser v ó buen comport am i ento l ineal , con coefi ci ent es 
de corr el aci ón altos (super i or es a 0.99 en tod os los casos) y sin fal lo de 
ajust e. Se com prob ó la repeti bi li dad y reprod ucib il id ad del mét odo, con 
valor es infer i or es al 13 %. La exacti t ud del mét od o fue evaluada en  térm i nos 
de recup er aci ones apar ent es, con val or es entr e el 91 % y el 110 %. Con est as 
car act erí sti cas es posib le la determ i naci ón de est os compuest os en muestr as 
real es, par a lo cual es necesar i o adoptar un prot ocolo de adici ón est ánd ar .  
Respect o a los anal it os est udi ados, pued en apr eciar se difer enci as en el 
comport am i ent o ent r e los par ab enos y el tri cl osán y el meti l tricl osán. Las 
condi ci ones de trab aj o selecci onad as han sid o de com pr om i so ent re amb as 
tend enci as, pud i énd ose adopt ar otr as si el objet iv o fuer a det er mi nar 
ex cl usiv am ente est os dos últ im os anal it os. Sin embar go, los lími tes de 
det ecci ón obtenid os fueron alt am ent e sati sfact ori os, teni end o en cuent a los 
niv el es de concent raci ón encont rad os en muestr as real es.  
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is the first time that this approach has been applied to the determination of these compounds in soil
samples, providing important advantages over conventional extraction techniques, such as minimiza-
tion of sampling handling, complete elimination of the use of organic solvents and simplification of the
analytical procedure with reduced time consumption. The enriched target analytes were desorbed ther-
mally using a thermodesorption system coupled to a gas chromatograph and a mass spectrometer. The




















doi:10.1016/j.method were obtained using spiked soil samples. The proposed methodology proved to be easy to use
and sensitive, with limits of detection between 80 ng/kg and 1.06g/kg, and reproducibility values below
13%. The accuracy of the method was evaluated at two concentration levels, obtaining apparent recov-
eries between 91% and 110%. The matrix composition significantly influenced the extraction procedure,
and a need to adopt a standard additions protocol is apparent. The analytes assayed were determined
successfully in different environmental soil samples.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
ction
orptive extraction (SBSE) is a solventless sampling tech-
duced by Baltussen et al. [1] to extract organic analytes
nmental samples by sorption onto polydimethylsilox-
coated stir bars (so-called twistersTM) [2]. The analytes
ed thermally and analyzed on-line by gas chromatog-
[3]. Additionally liquid desorption can be combined
al GC and liquid chromatography (LC) [4]. Large vol-
n is often applied in order to obtain the highest possible
4]. For complete transfer of the sorbed fraction into the
ystem, thermal desorption is preferred.
mainly been used for the analysis of different types of
ts in aqueous samples, with hundreds of applications
ture [5–10], and it is also possible to find applications
ermination of organic compounds in biological fluids
in food matrices [16–19].
ding author. Tel.: +34 923 294483; fax: +34 923 294483.
ress: anacasas@usal.es (A.M.C. Ferreira).
For the analysis of soil samples with SBSE, most applications
reported require a previous extraction step with techniques such
as ultrasonic solvent extraction (USE) [20,21], pressurized liquid
extraction (PLE) [22], or pressurized subcritical water extraction
(PSWE) [23]. The extract, previously diluted in water, is subjected
to the SBSE extraction process. Few references are available con-
cerning the extraction of pollutants by the twister directly in the
soil sample. To the best of our knowledge, only Tan et al. [24] have
analyzed a range of endocrine disrupting compounds (EDCs) in
biosolids and sludge samples, using SBSE directly in solid samples.
Esters of p-hydroxybenzoic acid (parabens) and 2-(2,4-
dichlorophenoxy)-5-chlorophenol (triclosan) are compounds with
bactericidal and antimicrobial properties and are mainly employed
in the formulation of personal care products (PCPs) such as tooth-
paste, deodorants, beauty creams, solar filters, and bath gels [25].
In addition, parabens are added to canned foods and beverages
as preservatives. Triclosan is also incorporated as a biocide in
sports clothes, footwear, carpets, plastic toys and kitchenware [26].
Methyl triclosan is a transformation product of triclosan formed for
instance during wastewater treatment [27]. These compounds are
known as endocrine disrupting contaminants (EDCs), and several
authors have reported their estrogenic activity [28–31].
see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Few works have addressed the analysis of these compounds





















































































matrices were used to optimize the derivatization and
tion conditions and to determine the analytical characteris-
the method. Three different types of soil were chosen for
periments: a river sediment (Leipzig, Germany), a garden
orway) and a sandy soil (Leipzig, Germany). The study also
ed a sludge collected from a wastewater treatment plant in
, a town with about 500,000 inhabitants. The sludge was
ieved, and the fraction below 1 mm was collected and stored
mber vial at 4 ◦C in the refrigerator until analysis. The total
c carbon (TOC), total inorganic carbon (TIC) and total carbon
lues shown in Table 2 of the soils and the sludge were mea-
using a “HighTOC II” analyser (elementar Analysensysteme,
, Germany).
spiked soil samples were prepared by adding 75 mL of a
olution of parabens, triclosan and methyl triclosan standardsatrices [32–34], although there are also publications
h air [35] and dust [36] samples.
ring that wastewater is increasingly being reused for
eliable methods for their analysis in soils are required.
al. have proposed the analysis of parabens using
ssisted extraction [37] or molecularly imprinted poly-
hase extraction [38]. Nieto et al. [39] used pressurized
ction for the analysis of parabens in sewage sludge.
he determination of triclosan in soil samples, the tech-
have been reported previously are microwave-assisted
action (MASE) [40], ultrasonic solvent extraction (USE)
essurized liquid extraction (PLE) [42–44], all of them
that require the use of organic solvents and all of them
ming. Sánchez-Brunete et al. and González-Marin˜o et al.
sed the determination of triclosan and methyl tri-
ils and sludge samples by matrix-solid-phase dispersion
,46].
xtraction of parabens, triclosan and methyl triclosan
using the SBSE method has not been reported in
usly published work. The aim of this study was to
hether stir bar sorptive extraction with an in situ
on reaction can be applied successfully for the extrac-
etermination of these analytes directly from soils
y organic solvent. This method has the potential to
sample preparation and analysis time to a consider-
in comparison with the usual solid–liquid extractions
with solid phase extraction (SPE) or liquid–liquid
LLE) methods. Since the acetylation with acetic anhy-
d frequently for the derivatization of phenols, it was
in situ reaction for the determination of the pheno-
nalytes in soil slurry [34,47,48]. Optimization of the
on reaction and the extraction step from soils was
ed in order to obtain the best conditions. The enriched
tes were desorbed thermally using a thermodesorp-
coupled to gas chromatography–mass spectrometry
ental
als
lparaben (iPrP) was supplied by TCI Europe (Zwi-
elgium). The other parabens (methylparaben (MeP),
raben (nPrP), n-butylparaben (BuP) and benzylparaben
osan (TCS) and methyl triclosan (MeTCS) were sup-
gma–Aldrich (Steinheim, Germany). Analytical grade
cetonitrile, sodium chloride as well as NaHCO3 buffer
pplied by Merck (Darmstadt, Germany). Acetic anhy-
entPlus®) was delivered by Sigma–Aldrich (Munich,
The chemical structure and the octanol/water coeffi-
e compounds and the retention times corresponding
atographic method used are shown in Table 1.
rd solutions and soils
ard solutions
lutions of all the analytes (500 mg/L in methanol) were
nd stored at 4 ◦C in the refrigerator. Working solu-
ining the compounds were prepared by dilution with
the appropriate concentrations prior spiking the soil
timization experiments were performed using 0.5 g of
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Table 2
Characteristics of the soils studied. TOC, total organic carbon; TIC, total inorganic
carbon; TC, total carbon.
Soil TOC (%) TIC (%) TC (%)
River sediment 5.51 0.21 5.73
Garden soil 1.55 0.03 1.58
Sandy soil 7.11 0.03 7.14
Sludge 24.2 0.28 24.5
in acetone to 50 g of soil. Subsequently, the solvent was let to evap-
orate at room temperature under frequent homogenization. The
spiked soils were stored at 4 ◦C under darkness to prevent the com-
pounds from degrading. In all cases, concentrations of the analytes
in the soils were referred to dry weight.




and to the e
in triplicate
2.3. Derivat
0.5 g of s

























were: desorption temperature, 275 ◦C; desorption time, 6 min and
helium flow rate (desorption flow) 100 mL/min. During the des-
orption step, the PTV temperature was set at −10 ◦C (solvent-vent
mode). After the desorption, the PTV temperature was programmed
to increase from −10 to 280 ◦C at 720 K/min (held for 5 min) to
transfer the analytes to the chromatographic system. The injection
was performed in splitless mode at 280 ◦C with a splitless time of
2 min.
To perform the gas chromatographic measurements, a HP-5MS
capillary column (30 m × 250m i.d., 0.25m film thickness) was
used. The carrier gas used was helium at a flow rate of 1.2 mL/min.
The column oven temperature program involved an initial temper-
ature of 60 ◦C for 2 min; an increase at 65 K/min to 175 ◦C; then
an increase at 45 K/min to 200 ◦C (held 2 min), and an increase at












































TCSns of 0.5 g of river sediment spiked at the concentration
ed in each case. The absence of the analytes was con-
ubjecting a portion of soil to the extraction procedure
nsuing instrumental analysis. Each level was analyzed
.
ization and SBSE procedure
piked soil was placed in a 10-mL headspace vial. Then,
queous solution of NaHCO3 0.4 M was added. The stir bar
erstel, Müllheim a/d Ruhr; Germany) containing a poly-
oxane (PDMS) coating film (0.5 mm thick; 10 mm long,
inserted into the mixture, followed by the addition of
etic acid anhydride. The vial was sealed with a Teflon-
cone septum and the mixture was stirred for 60 min
(Variomag Multipoint 6/15, H+PLabortechnik, Ober-
, München, Germany) at room temperature. After the
the twister was removed, rinsed with bidistilled water
ith lint-free tissue. The stir bar was then placed in a glass
sorption (TD) tube and desorbed in the TD system for
the gas chromatography–mass spectrometry (GC–MS)
entation
S analysis was performed on an Agilent 6890 gas chro-
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to a
rmodesorption system (TDS A). All experiments were
with a programmed temperature vaporizer (PTV) inlet
h an empty liner for cryofocusing the analytes prior to
n into the capillary column. Cooling was accomplished
nitrogen. The detector was a quadrupole mass spec-
P 5973N).
MS conditions
mized conditions used for the thermodesorption sys-


































racteristics of the proposed method.
m/z Intercept Slope R2 RSD (%)
Quantitation Qualifier Repeatab
ion ions
121 152, 194 (17 ± 3) × 104 (18 ± 2) × 103 0.9968 7.12
121 138, 180 (7 ± 8) × 104 (38 ± 2) × 103 0.9941 7.40
138 121, 180 (24 ± 9) × 104 (44 ± 2) × 103 0.9987 7.50
138 121, 194 (2 ± 6) × 104 (40 ± 2) × 103 0.9986 6.80
302 304, 252 (3 ± 10) × 103 (43 ± 2) × 102 0.992 6.82
121 91, 65 (6 ± 13) × 103 (206 ± 4) × 102 0.9974 9.50
288 218, 63 (8 ± 7) × 103 (55 ± 2) × 102 0.9988 5.86d in full scan mode (optimization studies) and selected
ring mode (SIM) (calibration and prediction) for mass
er electron impact ionization (70 eV). A solvent delay of
s established. The mass range from 50 to 350 amu was
in full scan analysis. The substance typical target ions
analysis are listed in Table 3.
ion of the method
analytes tested showed good linearity in the ranges
th good regression coefficients. The limits of detection
SIM mode ranged between 0.08 and 1.06g/kg. The
antification were within the 0.24–3.22g/kg range.
cibility and repeatability, expressed as coefficients of
ad satisfactory values (<13%). The accuracy of the
s evaluated by spiking the samples at two concentra-
and apparent recoveries between 91% and 110% were
and discussion
tization reaction
ion is a common reaction widely used for the derivati-
enolic compounds in aqueous matrices. Fig. 1 compares
obtained with and without compound derivatization. A
ncrease in the signals of the compounds was seen when
on took place. In the case of methyl triclosan, the signal
onstant, indicating that the compound was stable under
zation conditions.
to optimize the derivatization step, the relationship
e base concentration and acid volume was studied.
studied were 0.1–0.4 M for the base concentration
and 50–400L for the acetic anhydride volume. Fig. 2
results obtained for three of the compounds studied
A and TCSA) that are representative of the observed
As the volume of acetic anhydride increased, so did the
ignal of most of the compounds, with the exception
LOD (g/kg) LOQ (g/kg) Recovery (%)
Reproducibility 10g/kg 50g/kg
8.3 1.06 3.22 102 ± 3 100 ± 4
10.7 0.51 1.56 106 ± 6 106 ± 6
10.8 0.74 2.26 110 ± 5 96 ± 5
12.3 0.08 0.24 104 ± 5 102 ± 4
11.9 0.37 1.12 91 ± 6 95 ± 5
8.17 0.18 0.56 96 ± 2 100 ± 2
10.7 0.16 0.49 94 ± 3 98 ± 3



























































(supersatureP iPrP nPrP BuP MeTCS BzP TCS
Derivatizated
rison of the analyte signals obtained with and without derivatization.
t polar ones (MePA). Accordingly, in general the best
e obtained when 400L of acetic anhydride was added
concentrations of 0.25 or 0.4 M. For the working condi-
mount of acetic anhydride was chosen, with a NaHCO3
on of 0.4 M, in order to ensure the buffering capacity of
.
zation of the SBSE procedure
roposed procedure, in which there are several phases
us solution and the stir-bar coating) the exogenous
present in the solid matrix were distributed at differ-




is the concentration of the analyte in the solid phase,
oncentration in the liquid phase and CiPDMS is the con-
n the PDMS phase [49].
ribution of an analyte between phases depends on its
city. Equilibria A and B are directly related, since the
racted by the PDMS phase of the aqueous phase (equi-
s partially or wholly re-established by its redistribution
e solid matrix and the liquid phase (equilibrium A).
to modify the nature of the liquid phase, and hence its
apacity, a study was made concerning the influence of
ents and of an electrolyte added to the aqueous phase.
y, other variables that affect the SBSE procedure were
ch as the amount of soil and the extraction time and
e.
anic modifiers, methanol (MeOH, log Kow = −0.63) and
(ACN, log Kow = −0.15), were tested in order to modify
ability of the analytes. Different portions of methanol
ous phase were studied: 0, 10, 30 and 50%. Acetonitrile
ercentages) were prepared at 10 and 30%. The results
in Fig. 3a. The behaviour was similar for both solvents
y shown for MeOH), with a decrease in the signal for the
parallel with an increase in the percentage of organic
wever, in the case of methyl triclosan and triclosan
optimum conditions would be a 30% content of organic
a compromise situation for the joint determination of
ytes, it was decided to work without the addition of an
difier to the aqueous solution.
salt, NaCl, was added during SBSE in order to modify the
th of the liquid phase. Three amounts – 0, 1.0 and 2.5 g










tion was inon in the analytical signal upon the addition of different amounts of
de and at different NaHCO3 concentrations.
solution, Fig. 3b). On increasing the NaCl concentration,
in signal was observed, with the exception of MePA. It
re decided not to add the electrolyte to the medium.
e studied the addition of different amounts of soil. The
ied were 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5 g of soil. The amount of
lution (5.0 mL) was held constant, although the amount
and acetic anhydride used to perform the in situ reac-
creased proportional to the amount of soil to ensure














































stirring the soil–water mixture. Consequently, it was decided to



































lution of the analytical signal for the different variables studied.
ative derivatization of the compounds. The extraction
t at 240 min in order to ensure complete extraction of
ytes. The results are shown in Fig. 3c. The increase in
unt did not involve an increase in the analytical signal
the compounds (except for MeTCS and TCSA). Likewise,
n increase in the irreproducibility of the process was
ssociated with an increase in the difficulty involved in
rium was re





















































calculated aaction time and two different extraction temperatures
mperature and 50 ◦C) were studied in order to obtain
extraction efficiency for overall analytes. At room tem-
e time required for reaching the partition equilibrium
een 60 and 120 min, except for methyl triclosan and tri-
te, for which it was necessary to increase the extraction
ues higher than 240 min (Fig. 4). At 50 ◦C, the equilib-
ached faster (30 min); longer extraction times resulted
ecrease in the chromatogram. However, at 50 ◦C most
bens were extracted less efficiently than at ambient
e at equilibrium conditions. Methyl triclosan and tri-
te showed a different behaviour, with a very significant
the signal when the sample was heated. However, it was
the lifetime of the stir bar was dramatically reduced at
compromise situation it was decided to work at room
e, setting an extraction time of 60 min since the increase
nse from 60 min to equilibrium was not very marked.
tion of the SBSE-TD-GC–MS method
alibration curves were obtained using the river sedi-
alyte free matrix spiked at seven concentration levels
m 1 to 100g/kg (1.0, 5.0, 10, 25, 50, 75 and 100g/kg,
). Each level was analyzed in triplicate. The analytical
tics of the method are shown in Table 3. The calibration
layed linear behaviour for the target analytes. The valid-
odel generated was proved with good fits using ANOVA,
tion coefficients (R2) higher than 0.99 were obtained for
lytes.
to study the repeatability and reproducibility of the
l samples spiked at 50g/kg were analyzed on the same
licates) and on two different days (three replicates each
tively. The results, as relative standard deviations (RSD,
n in Table 3, with values not higher than 13%. These
quite good, even though no internal standard was used
dure.
ts of detection (LODs) and the limits of quantification
ulated as 3.3 and 10 times the standard deviation of a
h an S/N ratio of 3, respectively [50], are also shown in
limits of detection were between 0.08g/kg for butyl-
d 1.06g/kg for methylparaben. Few references are
compare our results with others previously reported
ples. For parabens, Nun˜ez et al., using ultrasonic-
raction with acetonitrile [37] or molecularly imprinted
extraction [38], obtained limits of detection between
g/kg and 0.16–0.27g/kg, respectively, using 10 and
le, respectively. In both cases, the instrumental analysis
out using a LC–MS/MS device.
osan and the methyl triclosan, the LODs found in the
e in the order of a fewg/kg. In all cases, the methodolo-
ed involve several steps, which include an exhaustive
f the compounds from the soil samples, with techniques
, USE and MSPD, with later cleaning of the extract with
ter analyte derivatization step [41,44,45].
hodology proposed here offers advantages over these
ethods, such as minimizing sample handling, the com-
ation of the use of organic solvents, and simplification
tical procedure, with reduced time consumption. Addi-
e use of a derivatization reaction does not complicate
, since it occurs at the same time as extraction.
racy of the method was evaluated in terms of apparent
Two river sediment samples were spiked at two concen-
ls: 10 and 50g/kg. The apparent recoveries (Table 3),
s the ratio of the measured concentration to the spiked

























lyzed beforFig. 4. Extraction curves for each of the analytes as a function of tim
on (expressed as percentages), were between 91% and
recoveries were calculated by comparing the GC–MS
of the extracted compounds from soil samples with
standard solution of the completely acetylated com-
ced on glass wool packed in a thermodesorption tube
alues obtained were 13% for methylparaben, 12% for
raben, 11% for n-propylparaben, 6% for butylparaben,
yltriclosan, 4% for benzylparaben and 3% for triclosan.
s were low, showing that the extraction was not quan-
it occurs when using other extraction methods, such
owever, it was constant along the linear range and the
tection and quantification of the method were satisfac-
mental samples
thod developed was applied to the analysis of the
riclosan and methyl triclosan in several environmental
es collected from different areas. Two different types of
en soil and a sandy soil) and a sludge were analyzed. The
re not subjected to any kind of previous manipulation.
effects were investigated by comparing the signals
r the river sediment and those of the other types of solid
died. The samples were spiked with the compounds at
ig. 5). In all cases, non-spiked samples were also ana-
e the spiking procedure was carried out. The presence


























TCSe (min) and working temperature.
he garden soil and of MeTCS and TCS in the sludge was
In these cases, the peak areas obtained were subtracted
corresponding to the spiked samples.
shows the ratios between the signals obtained for the
the different matrices studied normalized to those
ith the river sediment (set as 1). The ratios calculated
ly, indicating that the matrix composition significantly
he extraction procedure. These results emphasize that
tification of real samples a standard additions protocol
nded. This type of calibration is common when work-
mplex matrices, such as soils, using techniques such as
eneration [51], QuEChERS [52] or solid-phase microex-
]. The greatest differences were obtained for the sludge,
ical in view of its high organic matter content (Table 2),
to a stronger retention of the analytes probably sorbed
on rich sludge surface.
een the signals obtained for the compounds studied in the different
ls obtained for the river sediment (reference in bold).
River sediment Garden soil Sandy soil Sludge
1 0.40 0.31 0.31
1 2.48 0.93 0.43
1 2.27 0.82 0.32
1 4.64 1.20 0.28
1 2.21 0.53 0.17
1 3.31 0.55 0.28
1 1.81 0.33 0.14





In the case o

























mum conditions have to be chosen and a higher sensitivity can



























































atograms obtained with the different soil samples studied, spiked at
n 50g/kg.
dard additions method was used to determine the con-
evels of the analytes found in the different soil samples.
f the garden soil, the nPrP concentration was 1.5g/kg,
ase of the sludge, MeTCS was found at a concentration
, and TCS at a concentration of 280g/kg.
ions
resent work we propose the use of stir bar sorptive
ith an in situ derivatization reaction for the analysis
, triclosan and methyl triclosan in soils. The literature
references to direct applications of extraction by SBSE
ts of the variables affecting the derivatization reaction
E extraction were studied using spiked river sediment
e optimized method proved to be easy and sensi-
etection limits ranging from 80 ng/kg to 1.06g/kg. It
d linearity, with high correlation coefficients (higher
all cases) and no lack of fit. The reproducibility and
y of the method were evaluated, with the finding of val-
3%. The accuracy of the method was evaluated in terms
recoveries, with values between 91% and 110%. With
cteristics, it is possible to determine these compounds
ples, for which a standard additions protocol must be
d.
g the analytes studied, differences can be seen in
between the parabens and triclosan and methyl
e working conditions chosen were compromise situa-
er to create a multicomponent protocol. When focused
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PROPUESTA DE UNA VERSIÓN SIMPLIFICADA 
DE LA METODOLOGÍA QuEChERS PARA LA 
DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS 
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1. INTRODUCCIÓN  
L a det erm i nación de compuest os orgáni cos vol át il es y sem i - vol át il es en 
matr ices ambi ent al es, com o  air e, agua, suel o, o sed im entos, requi er e 
hab it ualm ent e una etapa de pretr atami ent o de la muestr a previ a al 
proced imi ento de determ inaci ón fin al , el cual , generalm ent e, se ha llev ado a 
cab o med i ant e crom atog rafí a de gases. La etapa de pretr at am i ent o impli ca 
la separ ación de los com puest os de int er és de la mat ri z en la que se 
encuentr an y su transfer enci a a otr o medi o. En est e proceso, idealm ent e , se 
consi g ue la elim i nación simult ánea de sust anci as int er fer ent es y el 
enr i quecim i ent o sel ecti v o de los anal it os de int er és hast a una concent ración 
superi or al lími t e de det ecci ón del procedim i ent o de med id a [1].  
La sel ecci ón del mét od o de pret r at am i ent o  emplead o depend e de la 
compl ej id ad de la matr i z. De form a gener al , el agua  repr esenta una matr iz 
menos compli cad a que el air e, o las muest ras de sed im entos y suel os. Otr o 
fact or a tener en cuenta es el mét od o de determ i nación al que se va a 
someter la mue st ra. Cuant o más sel ect iv o y especí fi co es el mét odo de 
det ecci ón empl ead o, menos etapas ser án necesar i as en el procedi mi ento de 
trat am i ent o de la muestr a [2]. Las est rat eg i as anal ít icas más moder nas 
tiend en, en la med id a de lo posib l e, hacia la aut om ati za ci ón e int egr aci ón 
del procedim i ent o de pret r at am i ent o de la muestr a en el propi o sist ema 
crom atog ráfi co [3].  
El desar roll o de técni cas de pret rat ami ento de la muest r a que no uti li zan 
disol v ent es orgáni cos, o que mini mi zan el uso de los mism os, consti t uy e el  
pilar de lo que se conoce com o “quím i ca analí ti ca ver d e” [4],  que ha 
exper im ent ad o un rápid o desar roll o dur ant e los últ im os años. Las 
pri ncip al es ventaj as de est e tipo de técni cas se deb en a aspectos 
toxi col óg i cos, medi o amb i ent al es y económi cos. Se han  desarr ol l ad o un 
gran núm er o de técni cas que cum pl en est as car act er í sti cas [5,6], tal es com o: 
micr oextr aci ón en una got a (SDME ), micr oextr acción en fase sól id a (SPME ) 
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o ext r acci ón por adsor ción en barr a agit ador a (SB SE ), generación de espaci o 
de cab eza est át ico (SHS), Pur ga y Tram pa (P&T) y  análi si s por ext racción en 
bucl e cerr ad o (CLSA).  Tam bi én se han desarr oll ado disposit iv os basad os en 
el uso de memb r anas: ext r acci ón con disol v ent e soport ad o en mem br ana 
(MASE ), o int rod ucci ón de muest ra en espect rom etr í a de masas a trav és de 
mem br ana (MI MS) [7].  
El procedi mi ent o QuE ChE R S ( quik, easy, cheap, effective, rugged and safe) 
fue int rod ucid o en el año 2003 por Anastassi ad es y sus col ab orad or es , com o 
un nuev o mét od o par a ext r aer un ampl i o grupo de pest icid as  e n  m atr ices 
alim ent ari as con un alt o cont enid o en agua [8]. El procedim i ent o ini ci al est á 
basad o en una ext racción líqui d o - l í quid o con acet onit ri l o, seguid a de un 
proced imi ento de lim pi eza denomi nad o ext racción en fase sól id a disper siv a 
(d - SPE ), en el que se u til izó amina prim ar ia - secund ar ia (PSA) com o 
materi al adsor b ent e.  
Se han propuest o modi fi caci ones del mét odo ori gi nal , con el obj et iv o de 
asegur ar ext racciones efi caces de compuestos con car act erí st icas ácid o - b ase  
(ut il i zand o difer ent es disol uci ones amor ti guadoras ) [9 - 12] , o añadi endo 
agua a muest r as secas con el obj et iv o de obt ener la hum ed ad  necesar i a [13 -
15]. Tambi én se han propuest o modi fi caci ones en la etapa de lim pi eza del 
ext r act o, tant o uti li zand o d - SPE con fases ext r act ant e s  de car bono 
grafit izado o sorb ent es C 18 [10] com o  cart uchos de ext r acci ón en fase sól id a 
[16] o car t uchos de Flori sil [17,18].  
El mét odo QuE ChER S s e ha apli cad o fund ament alm ent e par a  la 
e xt r acci ón de un amplio conj unt o de pest i ci das  en div er sas mat ri ces 
alim ent ari as [ 19- 26] . Ha r eci bi do una gran acept ación a niv el mund ial 
debi do a su sim pl i ci dad, baj o cost e, fácil desarrol lo, alta capaci dad de 
procesami ento de muestr as y a la obt enci ón de result ados alt am ente 
efi caces en pocas etapas. Reci ent em ent e, el mét od o QuE ChER S ha recib id o 
la disti nci ón de mét od o ofi cial de la AOAC Inter naci onal  [27]  par a la 
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ext r acci ón de múlt ip l es resid uos  de pesti ci d as e n mat ri ces de frut as y 
verd uras.  
Aunque el mét od o ha sido pri nci palm ent e empl ead o para la 
det er mi naci ón de pesti cidas, se ha uti li zad o tam bi én para la det er mi naci ón 
de otr os com puest os c omo: compuestos farmacéuticos [28], antibióticos β -
l actámi cos [2 9,30] o fármacos par a anim al es [30- 34].  El uso de QuE ChER S 
con matr i ces de suel os ha sid o muy lim it ad o hast a la fecha [3 5]. En la 
publ i cación cit ad a, la etapa de lim pi eza de los ext r act os se llevó a cab o 
medi ant e d - SPE . Conform e a est as exper i enci as, el desar roll o de nuev as 
apli caci ones y modi fi caci ones del mét od o es de gran int er és.  
   IX   QuECh E RS simpl i fi ca d a . Estud i os pr el i mi n a re s  
 ________________________________________________________________________  
2 9 0  
2. OBJETIVO  
E l obj et iv o pri nci p al de est e trab aj o es el de est udi ar las posib il id ad es de 
la apli caci ón del mét od o QuE ChE R S par a la extr acci ón de com puest os 
clorad os  de muest r as de suel os. Par a este fin, se desar roll ará una nueva 
ver si ón simpli fi cad a del métod o QuE ChER S.  
Para sol uci onar la principal desv entaj a comúnm ente asoci ad a al mét od o 
QuE ChE R S ( baja preconcent r aci ón de los com puest os en los ext r act os),  se 
propone el análi si s de los ext r act os med iant e cromat og r afí a de gases, 
util izando un micr o - d et ect or de captur a elect r óni ca (µ - E CD), que 
propor ci ona mayor select i v id ad y sensi bi lid ad que los det ect or es 
conv enci onal es.  
La pri nci p al vent aj a de la ver si ón de QuE ChERS propuest a en est e 
trab aj o se deb e a la elim i nación de la etapa de lim pieza (d - SPE ) de los 
ext r act os después de la ext r acci ón. Esta etapa ha dem ostr ad o se r alt am ent e 
efi caz en la reducción del cont eni d o de compuestos lipíd i cos co - extr aíd os de 
la mat ri z y es más rápid a, más bar ata y más sencill a que el procedim i ent o 
de extr acci ón en fase sólid a (SPE ) conv enci onal . Sin emb ar g o, deb id o a la 
nat ural eza no grasa de los suel os y al alt o grad o de sel ect iv id ad y 
sensi bi li d ad del sist em a GC - µE CD, se deci di ó anal izar dir ect am ent e los 
ext r act os obt enid os tras la etapa de centr i fugaci ón sin som et er l os a 
proced imi entos de lim pieza. Com o consecuenci a, la nuev a ver si ón de 
QuE ChE R S incl uye menos etapas de pret r at am i ento de la muestr a, lo que 
hace que el procedim i ento sea más rápid o, más económi co y minim i za la 
prob abil id ad de comet er err or es experim ental es.  
Con el fin de demostr ar la vali d ez del mét od o propuest o, se 
sel eccio naron tres compuest os clorad os (cl or ofor mo, 1,2- d i cl or obenceno y 
hexacl or ob enceno) con difer ent es caract er í st i cas en cuant o a su vol at il id ad y 
pol ar id ad . Est os com puest os son impor tant es cont am i nant es orgáni cos, 
debi do a su uso com ún y su alt a toxicid ad . L a IARC ha clasi fi cad o el 
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cl oroform o [36] y el hexacl orob enceno [37] com o posi bl es carci nóg enos en 
hum anos (Gr upo 2B), basándose en pruebas insufi ci entes de su 
car ci nog eni ci d ad en hum anos, per o evid encias sufi ci ent es de su 
car ci nog eni ci d ad en ani mal es de la b or at or i o.  El 1,2- d i cl orob enceno ha sid o 
clasi fi cad o en el Grupo 3 (no clasi fi cab le  com o car ci nóg eno en humanos) 
[3 6].  
Se han eval uad o dos disol v ent es (acet oni tr il o y acet at o de etil o), en 
cuant o a su adecuaci ón par a el anál i si s crom atog ráfi co y a su efi cacia en la 
ext r acci ón de compuestos de matr i ces de suel os.  
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3. PARTE EXPERIMENTAL  
 
3.1. Reactivos  
El clor ofor mo (pur eza  del 99.9 %) fue sum i nist r ad o por Supel co 
(Bell efont e, PA, USA) y el 1,2- d icl or ob enceno (pur eza del  99 %)  y el 
hexacl or ob enceno (pur eza de l  99 %)  por Sigm a - Ald ri ch (St ei nhei m, 
Alemani a). El acetonit ri l o (MeCN) fue sumi ni st rad o por Mer ck (Dar m st ad t , 
Alemani a) y el acet at o de etil o ( EtOAc ) por Sigm a - Al dr i ch (St ei nhei m, 
Alemani a). El sul fat o de magnesi o deshi dr at ado y el clor ur o sódi co fueron 
d e Schar l au (Bar celona, España). El agua ultr apur a se obtuv o med i ant e un 
sist em a de pur i fi caci ón de agua Elgastat .  
 
3.2. Disoluciones estándar y muestras  
 
3.2.1. Disoluciones estándar  
Se preparar on disoluciones est ánd ar de cada uno de los compuestos (500 
mg /L ) en EtOAc y en MeCN, y las disoluciones se  almacenar on a 4 °C . A 
part ir de éstas se real i zaron difer ent es dil uci ones, las cual es  se util izar on en 
los est udi os de sel ecci ón del mod o de inyecci ón, así com o par a dopar los 
suel os a los niv el es de concent r ac i ón requer id os.  
 
3.2.2. Muestras de suelos  
Se util izar on tres tipos de suel os difer ent es para eval u ar el mét od o 
QuE ChE R S propuest o.  D os  de ell os eran  suel os nat ur al es: un suel o de 
jard í n, con un alt o cont enid o de mat er ia orgáni ca (Sal am anca, España) , y un 
Vert i sol , que se caract eri za por su alt o cont eni d o en arcil l a (Tab asco, 
Méj ico), mient r as que el tercer o era un mat erial de refer enci a (RTC -
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CRM631), un suel o arcil lo - l im oso con concent r aciones cert i fi cad as de los 
compuest os de int er és.  
Aunque exi st e una g ran div er si d ad de tipos de suel os en la natur al eza, 
su capacid ad de adsor ción est á fuert em ent e rel acionad a con su cont enid o 
en arena, arcil l a y mat eri a orgáni ca, por lo que los tres suel os consi d er ados 
en est e est ud io pued en consi der ar se ej em pl os repr esent at iv os de los 
posib l es tipos de suelos , y los result ad os obt enid os podr í an ext r ap olar se a la 
mayorí a de los suel os present es en la nat ural eza.  
Con el fin de evit ar la presencia de los compuestos de int erés en los 
suel os recol ect ad os (suel o de jar dí n y Ver t i sol ), est as matr i ces se secar on en 
cont act o con la atm ósfera sobr e una placa cal efactor a a 90 °C , durant e 48 
hor as, rem ov i end o de for ma frecuent e. Con est e proced imi ento se 
conseg uí a eli mi nar del suel o la hum ed ad y prácti cam ent e cual qui er traza de 
compues t o orgáni co volát il present e en él. Los suel os desecad os se 
anali zar on ant es de dopar l os par a com pr obar que est ab an libr es de los 
compuest os  est ud iad os.  
El procedi mi ent o u til i zad o par a dopar los suel os fue  el sigui ent e: se 
deposi t ar on 20 g de suelo en un frasco ámb ar de 100 mL y sobr e él se 
añadi er on  2 mL de una disolución de los anali tos obj et o de est udi o en 
EtOAc  (a las concent r aci ones adec uad as). El frasco  se cer r ó  herm ét i cam ent e 
y se agi t ó  vigorosam ent e durant e 15 minut os para conseg ui r la prefect a 
hom og en e izaci ón de los com puest os en la mat ri z. Finalm ent e, las muest r as 
fuer on  alm acenad as  en nev er a  (4 °C ) dur ant e 15 días para lograr que 
t uvi era  lugar la int er acci ón ent r e los compuestos y la mat ri z.  
 
3.3. Instrumentación GC - µECD  
E l crom at ógr afo de gases  uti li zad o  fue  un Agil ent 7890A, equip ado con 
un micr o- d et ect or de capt ur a elect r óni ca ( Ni 63 , µECD ). De acuerd o con las 
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especi fi caci ones del detect or , la zona de det ecci ón es diez veces menor a la 
de un ECD conv enci onal , lo que se trad uce en mayor sensib il id ad y 
dism i nuy e la prob ab il id ad de cont am i naci ón de la cel d a. P ara 
crom atog rafí a de gases rápi da s e utili zó una col umna capi lar DB - V RX (20 m 
x 0.18 mm x 1 µm) de Agil ent Technolog i es (J&W Sci enti fi c Col um ns, USA). 
El gas por tad or era Hel i o N50 (99.999 % de  pur eza; Air Liqui d ).  
Tod os los exper im ent os se real izaron con un inyector PTV Agi l ent 6890. 
El PTV est ab a equi pad o con un liner  de 71 mm x 2  mm, empaquet ado con 
Tenax - T A ® , un pol ím er o hid rofóbi co diseñad o par a ret ener com puest os 
orgáni cos (vol um en int erno  del liner, 180 µL). Las muestr as se int r od uj er on 
en el inyector PTV a trav és de un sist em a de inyección de muestr as líqui das  
aut om at i zad o  (Agil ent 7683). 
 
3.4. Procedimiento a nalítico 
La etapa de pretr atami ent o de la muestr a medi ant e el mét od o 
QuE ChE R S si m pl i fi cad o const a de una seri e de pasos que se descri b en a 
cont inuaci ón. En un tubo de cent rí fug a de 15 mL con tapón roscad o s e 
pesan 2.5 g de suel o. El tapón manti ene el tub o cer r ad o dur ant e la mayor 
part e del procedim i ent o de pret rat ami ent o de la muestr a , c on lo que se 
evit an, en la medi d a de lo posibl e, las pérdi d as de compuestos voláti l es 
dur ant e esta etapa. A cont i nuaci ón, se añad e  sobr e el suelo 1.5 mL de agua 
ultr apur a, con el fin de hacer los por os de la muest r a más accesi bl es al 
disol v ent e de ext r a cci ón y , al mism o tiem po , hom og enei zar el cont eni do de 
agua en las difer ent es muest r as de suelo. Est a mezcl a se agi ta con un Vor t ex 
dur ant e 1 min.  En la sigui ent e etapa se añad e 2.5 mL de acet ato de etil o 
(di sol v ent e de ext racción) y la mezcl a se agit a de nuev o durant e 1 min con 
un Vor t ex. A cont i nuaci ón, se añad e 1 g de MgSO 4 deshi dr atad o y se agi t a el 
tubo  dur ant e 1 min. La agi taci ón deb e real izar se inm edi at am ent e después 
de la adi ci ón de MgSO 4 par a evit ar la form aci ón de congl om er ad os com o 
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consecuencia  de  la   hidratación  de  la   sal.  Finalmente,  el  tubo  se  centrifuga a 
una  velocidad  de  50 00   rpm durante  5  min.  En   la   figura 1  se  muestra  una 
comparación entre el  procedimiento  QuEChER S  original  en muestras   secas  
y   la  versión  simplificada  propuesta  en este  trabajo.  
2. Centrifugar 5 min a 5000 rpm
2.5 g de suelo + 1.5 mL de agua
2.5 mL de acetato de etilo
Agitar 1 min con vortex
Agitar 1 min con vortex
1 g de MgSO4
Análisis cromatográfico
1. Agitar inmediatamente 1 min
con vortex
10 g de muestra + agua*
10mL de acetonitrilo
4 g de MgSO4 y 1 g de NaCl
1 mL del extracto orgánico
25 mg PSA + 150 mg de MgSO4
Análisis cromatográfico
2. Centrifugar 5 min a 5000 rpm
Agitar 1 min con vortex
1. Agitar inmediatamente 1 min
con vortex
1. Agitar 0.5 min con vortex
2. Centrifugar 1 min a 6000 rpm
Agitar 1 min con vortex
QuEChERS original QuEChERS simplificado
* Adaptación del método a                
muestras sin humedad.  
Figura 1:  Comparación  del procedimiento propuesto respecto al método  QuEChERS  
original, adaptado a muestras sin humedad  
E l  análisis  de  los  extractos   se   realizó  mediante  G C ‐μ E CD.   Se  utilizaron  
dos  modos  de inyección:  splitless para el  compuesto  más   volátil   (cloroformo)  
y  solvent‐vent para  los  dos  compuestos   semi ‐volátiles   (1,2 ‐diclorobenceno   y  
hexaclorobenceno).  
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En el mod o de inyecci ón splitless se inyect ar on 0.2 µL de muestr a y el 
inyect or se man t uvo a una tem per at ura de 250 °C  a lo largo de tod o el 
ti em p o de análi si s. El tiem p o de splitless era de 1 min. En el mod o de 
inyecci ón solvent-vent, la tem per atur a ini cial de l inyect or se fij ó en 30 °C . El 
volum en de inyecci ón era de 5 µL, el fluj o de vent eo de 20 mL/mi n y la 
presión de vent eo de 5.00 psi . Desp ués de 0.5 min, la vál vul a de pur ga se 
cierr a y el liner  se cali enta de form a rápid a a 12 °C /s hast a 300 °C . De est a 
for ma se produce la transfer enci a de los anal it os desd e el liner a la col um na 
crom atog ráfi ca (ti em p o de inyecci ón 1.5 min). A cont i nuación, la válv ul a de 
pur ga se abr e de nuev o par a gar ant izar la cor rect a lim pi eza del liner , 
evit and o la posib il id ad de efect o de mem ori a. En amb os mod os de 
inyecci ón , el flujo de purga del septum se fij ó en 4.0 mL/mi n.  
La temperat ur a ini ci al de la col um na crom at og r áfica era de 60 °C  
dur ant e 2 min, ést a se incr em ent ó a  una vel oci d ad de 65 °C /s hasta 175 °C , 
incr em ent ándose de nuevo a 45 °C /m i n hasta 240 °C  y  mant eni énd ose a est a 
temper at ur a dur ant e 3.05 min. Las ram pas de temper at ura uti li zad as son 
las máxim as per mi ti d as por la confi g ur aci ón instr um ental ut i li zad a. El gas 
port ador era He, con un fluj o de 1.4 mL/mi n. El tiemp o tot al del anál i si s 
crom atog ráfi co era 8.26 min.  
Los par ám etr os del µECD fuer on los sigui entes: te mper at ur a de l 
det ect or,  300 °C  y  fluj o d e ga s auxili ar (N 2 ) , 20 mL/mi n.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
4.1. Optimización de las variables involucradas en el proceso de 
extracción  
Par a llev ar a cab o est os est udi os se sel ecci onó un grupo de compuest os 
clorad os con propi edad es difer ent es en lo que respect a a su vol at il id ad, 
pol ar id ad y grad o de inter acci ón con las mat ri ces de suelos. El grupo de 
compuest os sel ecci onad o incluy e: un com puest o vol áti l , el clor ofor mo 
(CFM) y dos com puestos sem i - v ol áti les, 1,2- d i cl or ob enceno (12DCB ) y 
hexacl or ob enceno (HCB ). La  vol at il id ad (expr esad a com o punt o de 
ebulli ci ón), la pol ari dad (expr esada como el val or de los respecti vos log 
K o w ) y el grado de int er acci ón con el suelo (expr esad o com o el val or de la 
const ant e de part i ci ón de carb ono orgáni co ,  K o c )  par a los com puest os de 
int er és se muestr an en la tab la  1.  
Tabla 1:  Características de los compuestos objeto de estudio  
Compuestos Punto de ebullición (ºC) Log Kow Koc (L/kg) 
CFM 62 1.97 40 
12DCB 180-183 3.38 617 
HCB 323-326 6.2 54954 
 
4.1.1. Selección del disolvente de extracción  
L a técni ca de pretr atami ent o de muestr a QuE ChE RS pued e consi d er ar se 
una adaptación de la técni ca conv enci onal de ext r acci ón líqui do - lí quid o 
asi sti d a por sal es (salting -out assisted liquid-liquid extraction , SAL LE ) a la 
nuev a tend enci a en quí mica a nalí ti ca de minim ización del trat am i ent o de la 
muestr a, así como del volum en de disol v ent es util izad os.  
Los tres disolv ent es más com únm ent e util i zad os en el anál i si s med iant e 
SAL LE han sido MeCN, acet ona y EtOAc , debi do a que con ellos se ha 
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conseg ui d o una  buena separ aci ón de fases (acuosa/or g áni ca). El mét od o se 
ha apli cad o especialm ente par a  la extr acci ón de pest icid as en diferent es 
matr ices ali m ent ar i as , y con los tres disol v ent es citad os se han conseg ui do 
recup er aci ones acept ab l es . Sin emb ar g o ,  se pued e n cit ar una ser i e de 
vent aj as y desv entaj as del uso de cad a  uno de e stos disol v ent es [8,11 ].  
La acetona es compl et am ent e miscib l e con el agua, por lo que par a logr ar 
una adecuad a separ aci ón de fases es necesari a la adi ci ón de un disolv ente 
no pol ar , que da  lugar a la dil uci ón del ext racto orgáni co y a menor es 
recup er aci ones de los anal it os más pol ar es. Adem ás, el bajo punt o de 
ebulli ci ón de est e disol vent e (56 °C  frent e a 77 °C  y 82  °C  del EtOAc  y 
MeCN, respecti vam ent e) const it uy e una desv ent aja dur ant e el proceso de 
ext r acci ón, ya que pued en producir se vari aci ones en el vol um en del 
ext r act o, y la exposi ci ón del oper ar i o  a los vapor es del disolv ent e  es mayor .  
El EtOAc  tiene una baj a sol ub il id ad en el agua, por lo que basta con la 
adi ci ón de un agente deseca nt e par a logr ar una adecuad a separ aci ón de 
fases. La pri nci pal desv ent aj a del uso de est e disolvent e en la ext r acci ón de 
pest icid as de matr i ces veget al es es que los ext r actos obt enid os conti enen 
alt as canti d ad es de com puest os no pol ar es co - ext raí dos de la matr iz, com o 
grasas y mat er i al es lipofíl icos.  
El MeCN, al igual que la acet ona, es  alt am ent e misci bl e con el agua;  sin 
embar go, se pued e conseg uir una buena separ aci ón de fases con la adi ci ón 
de una det erm i nad a cant id ad de sal es. Las pri nci pal es desvent aj as del uso 
de est e disol v ent e son su preci o, que es super ior al de los otr os dos 
disol v ent es, y su mayor toxi cid ad.  
Respect o a la adecuaci ón de los disol v ent es par a el anál i si s medi ant e 
crom atog rafí a d e gases, Mast ov sk á y Lehot ay [11] evaluar on y com par ar o n 
las posib il id ad es de MeCN, acet ona y EtOAc . Los tres disolv ent es pued en 
util izar se dir ect am ent e com o medi o de inyecci ón en GC. Por tant o, no es 
necesari o el int er camb io de disol v ent e ant es del anál i si s cromat og r áfi co, lo 
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cual es muy adecuad o cuand o lo que se pret end e es minimi zar la etapa de 
pretr at am i ent o de la muest r a.  
En est e trab aj o, el mét od o de  extr acci ón QuE ChE R S se apl i có  a la 
ext r acci ón de com puest os clorad os  en muest r as de suelos. Los suel os, a 
diferencia de las frutas y ver d ur as, no conti enen alt as cant id ades de 
materi al es lipí di cos. Los difer ent es tipos de suel os present es en la 
nat ural eza se car act er i zan por su fracción miner al (por cent aj es vari abl es de 
arena, limo y arcil la) y su fracción orgáni ca (10- 15 %), pri ncip alm ent e 
compuest a por sust anci as húm i cas. Por tant o, la pri ncip al desv ent aja del 
EtOAc  podr ía no ser signi fi cat iv a en est e caso, y cual qui era de los tres 
disol v ent es orgáni cos consi d er ados pod rí a ser adecuad o para la ext r acci ón 
y la det ermi naci ón cromat ogr áfica de est os compuest os  proced ent es de 
matr ices de suel os. En est e trab aj o  no se est ud ió la acet ona debi d o a sus 
desv ent ajas en la separ ación de fases y a su elev ad a volati li d ad . Por lo tant o, 
los disolv ent es eval uad os respect o a su com por tamient o crom at ogr áfi co y a 
su poder de extr acci ón fuer on el MeCN y el EtOAc .  
 
4.1.1.1. Estudio de los dos disolv en tes en relació n a su adecu ació n para 
el análisis croma tográ fico  
Deb id o a las difer enci as en las propi ed ad es de los anal it os obj eto de 
est udi o ( tabl a 1) , y con el fin de obt ener señal es analí ti cas óptim as par a cad a 
uno de los compuest os, se deci di ó est ud iar de forma separ ad a el com puest o 
orgáni co vol áti l de los dos compuest os semi - v ol át iles, ya que ést os podr ían 
ver se influenciad os de maner a muy disti nta por las condi ciones util i zad as 
en la inyecci ón.  
En prim er lugar se prepar aron dos  disoluciones de 500 µg/L de CFM, 
una en MeCN y otr a en EtOAc , que se inyect ar on en el sist ema 
crom atog ráfi co  con tres de los modos de inyecci ón per mi ti dos por el PTV : 
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split en cali ent e, splitless en cali en t e y solvent -vent. La figur a 2 muestr a los 









Figura 2:  Señales obtenidas con los d iferentes modos de inyección para el cloroformo , 
tanto con acetato de etilo como con acetonitrilo  
Con el mod o de i nyecci ón split en cali ent e, se obser v ó que el pico del 
CFM era más estr echo y estab a mej or defi nid o cuand o se inyect aba la 
disol uci ón en EtOAc , que el obt eni d o con la disol uci ón en MeCN. Sin 
embar go, la pri nci p al desv ent aj a del mod o de inyecci ón split es que gran 
part e de la muestr a se elim i na por la vál v ul a de desecho, por lo que ést a no 
es la técni ca de inyecci ón más apr op i ad a par a el anál i si s de compuest os a 
niv el de trazas, en los que se requi er e la máxim a sensi bi li d ad .  
Cuand o se inyect ar on las disol uci ones de CFM con el  mod o de inyección 
splitless en cal i ent e se consi g ui ó un incr em ent o signifi cati vo del área de pico, 
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resp ect o a las obt eni das con el mod o de inyecci ón split. Si compar am os los 
picos obt enid os al inyectar las dos disoluci ones con el mod o sp litless en 
cal ient e se obser v a, nuevam ent e, un clar o ensanchami ent o de la form a de 
pico para la disol uci ón de CFM en MeCN. Est e efect o pued e ser atri buid o a 
vari os fact ores. Por un lad o, el alt o vol um en de expansi ón del MeCN (506 
µL) gener a un vol um en de v apor y un tiem p o de resid enci a del anali to 
superi or al del EtOAc  (272 µL) (tem p er atur a de inyección: 250 °C , presión 
en cab eza de col um na: 9 psi , y  vol um en de inyección: 1 µL) [11 ]. Est e alto 
volum en de expansi ón pued e dar lugar a prob l emas de desbord am i en t o y 
cont am inación del liner  y, por tant o, a una pér di d a par cial de los anali t os de 
int er és y falt a de repr od uci bi li dad . Por otr o lad o, el CFM, debi do a su baj o 
punt o de ebul li ci ón, está fuer tem ent e infl uenci ad o por la presenci a del 
disol v ent e en la colum n a, lo que prov oca el ensanchami ent o y la dist or si ón 
de los picos crom at ogr áfi cos. Est e efecto es más acusado y desfav or abl e 
cuand o se uti li za MeCN com o disolv ent e que cuand o se util iza EtOAc .  
Cuand o las dos disol uci ones de CFM, en EtOAc  y MeCN, se inyectar on 
en el sist em a util izando el modo de inyección solvent -vent (vol um en de 
inyecci ón: 0 .2 µL, temperat ur a ini ci al : 5 °C , tiem p o de pur ga: 1 min, fluj o de 
pur ga: 50 mL/mi n, tiem po de inyecci ón 1.5 min) se observ ó el mismo efecto 
observ ad o con los otros dos m od os de inyecci ón, de aum ent o de la anchur a 
y peor defi ni ci ón de la for ma de pico con la disol uci ón en MeCN. 
Com par and o est e modo de inyecci ón con el modo splitless en cal i ent e, se 
observ ó  que cuando se inyect a el mism o vol um en de muest ra con el mod o 
solvent-vent se producen pérd id as de CFM. Adem ás, con est e mod o de 
inyecci ón se obt i ene menor repr od uci bi li dad ent r e inyecciones.  
Estos resul tad os pued en expl icar se fáci lm ente por la alt a vol ati lid ad del 
CFM, c on un punt o de ebul li ci ón (61 °C ) infer i or a los d e lo s disol vent es (77 
y 82 °C  par a el EtOAc  y el MeCN, respect iv am ent e). El uso de un liner 
em p aquet ad o con Tenax - T A no resuelv e el prob lem a, deb id o a la ret enci ón 
de los disolv ent es estudiad os en est e polím er o a bajas temperat ur as. No 
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ob st ant e, ninguno de los liners disponib l es com erci alm ent e, rel l enos con 
materi al es adsor b ent es (lana de vidr i o,  C arb otr ap C, C ar b ot rap B) mostr ab a  
propi ed ades adecuad as par a la com bi naci ón de disolv ent es y anal it os 
est udi ad os en est e trabaj o.  
En el caso de los compuest os se mi - vol át il es , el uso del PTV ofr ece una 
alt er nat iv a muy int er esant e par a incr em entar la sensi bi li d ad del métod o, 
util izando el mod o de inyecci ón solvent -vent. Los punt os de ebul li ci ón de los 
disol v ent es son sufi ci ent em ent e baj os y, por tanto, adecuad os par a atr apar a 
los anal it os en el liner a temper at ur as rel at iv am ent e alt as, lo que evit a la 
necesi dad de un enfri am ient o excesi v o del liner . Por otr o lad o, y aún más 
import ant e, la  difer enci a ent r e los punt os de ebul lici ón de los disolv ent es y 
los anal i tos pe rmi t e elim i nar la mayor part e del disolv ent e sin que se 
prod uzcan pérd id as signi fi cat iv as de los mismos , lo cual posib il it a la 
inyecci ón de grand es vol úm enes de muestr a, con el consecuente incr em ento 
de sensib il id ad .  
En l a figur a 3 se muestr a n  los crom at og r am as obt enid os cuando se 
inyect an, con el mod o solvent-vent, difer ent es vol úmenes de las disol uci ones 
de los dos compuest os sem i - v oláti l es (12DCB, con una concent raci ón de 250 
µg/L y HCB  en una concent raci ón de 50 µg/L ) en los dos disolv ent es 
est udi ad os.  
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Figura 3 :  Cromatogramas obtenidos al inyectar diferentes volúmenes de las 
disoluciones de los compuestos semi-volátiles en los dos disolventes, c on el modo de 
inyección solvent -vent 
Se observ a que, par a la disol ución de los compuest os en MeCN , se 
prod uc e una fuer t e distor si ón de la form a de los picos cuand o se util i zan 
volúm enes de inyecci ón alt os. Est e com port am i ent o del MeCN ya se habí a 
observ ad o en el est udi o real izado para el CFM. En est e caso, para anali tos 
sem i - v oláti l es, la eliminaci ón del disolv e nt e a una temperat ur a 
rel at iv am ente alta (30 °C ) p ermi t e la inyecci ón de hast a 1 µ L en mod o 
solvent-vent sin que se prod uzca una dist or si ón de los picos cromat og r áfi cos. 
Por otr o lad o, deb id o a los mayor es  punt os de ebul li ción de est os 
compuest os, su eluci ón se prod uce cuand o la temper at ura de la col um na 
crom atog ráfi ca es alt a y, por tant o, cuand o el disol vent e ha eluíd o 
compl et am ent e, red uci end o así la dist or si ón gener ad a por ést e.  Sin 
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embar go, par a vol úm enes de inyecci ón más alt os , la cant id ad de MeCN que  
se elim i na durant e el proceso de venteo no es sufi cient e y se intr oduce en la 
col um na crom at ogr áfica un vol um en de disolv ent e dem asi ad o alto que 
prov oca los probl emas de ensanchami ent o y dist orsi ón de la form a de pico 
car act erí sti cos de los efectos del di solv ente en cromat ogr afía de gases.  
En lo que respecta al EtOAc , a medi da que aum enta el vol um en de 
muestr a inyectad o se prod uce un incr em ent o de la señal crom atog ráfi ca, 
por lo que se consig ue un aum ent o de la sensi bi li dad . En est e caso, el menor 
volum en de expansión del EtOAc  red uce el efect o del disolv ent e en la 
col um na cromat og r áfi ca, perm it i end o vol úm enes de inyecci ón de, al menos, 
5 µL sin que se prod uzca distor si ón de los picos cromat og r áfi cos. La 
diferencia en las señales obt eni das cuand o se inyecta n 3 y 5 µL nos per mi t e 
predecir que la inyecci ón de vol úmenes super ior es no mejor ar í a 
signi fi cat iv am ent e los resul t ad os.  
Por tant o, desd e un punto de vist a cromat og r áfi co, el EtOAc  present a 
vent aj as de mejor resoluci ón par a los compuestos est udi ad os y perm it e la 
inyecci ón de mayor es vol úm enes de muest ra, util izando el mod o de 
inyecci ón splitless en cal i ent e para el cloroform o (0.2 µL con las cond i ci ones 
exper im ent al es optim i zad as) y el modo solvent- vent para los com puest os 
sem i - v oláti l es (5 µL en las condi c iones exper im ental es opti mi zad as), lo que 
se trad uce en una mayor sensi bi li dad del mét od o.  
Sin emb ar g o, en el caso de uti li zar el acet oni tr il o com o disolv ent e, las 
condi ci ones ópt im as de inyección impl icarí an: inyecci ón en el mod o split en 
cal ient e par a el  cloroformo (1.0 µL, rel aci ón de split  1:4) y el mod o solvent -
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4.1.1.2. Estudio de los dos disolv en tes en relación a su efica cia en la 
extra cció n de compuesto s de matrices de suelo s  
Una vez que los disolv ent es han sid o com par ados en rel ación a su 
comport am i ent o crom at og r áfico, se reali zó un est ud i o par a det ermi nar los 
diferent es parám et ros relaci onad os con la eficacia de extr acci ón del mét od o 
en muest r as de suel o.  
El métod o de extr acci ón util izado par a es ta exper i enci a sigue las 
pri ncip al es etapas y propor ciones del mét od o QuEChE R S origi nal (except o 
la etapa de lim pi eza de los ext r actos): se hom og enei zar on 2.5 g de suel o 
dopad o con 1.5 m L de agua, uti li zand o un Vort ex. A cont i nuación, se 
añad i ó  2.5 mL de d isol v ent e , agi t ánd ose  la muest r a  de nuev o. 
Post eri orm ent e, se añad ió una combi naci ón de MgSO 4 :NaCl (1 g:0.25 g), 
agit ando la mezcl a con Vort ex y por últi mo, la muestr a se som et ió a un 
proceso de cent ri fugaci ón, tras el cual  el extr act o orgáni co se inyect ó 
dir ect am ent e en el sist ema crom at ogr áfi co.  
Los extr act os orgáni cos se inyect ar on uti li zand o el modo de inyecci ón 
adecuad o par a cada grupo de los com puest os con cada uno de los 
disol v ent es consid er ad os. Las recup er aci ones de los com puest os se 
cal cul ar on por  com par aci ón de las señal es obteni d as al inyectar los 
ext r act os proced ent es de los suel os, con las señales que se obtuvi eron al 
inyect ar disol uci ones de los anali tos en cad a uno de los disol v ent es con las 
mism as concent r aci ones que en los suel os dopad os. C ad a muestr a se 
anali zó por tri pl i cad o y se consid er ó el val or med i o de las tres inyecciones.  
Los resul tad os obt enid os en est os exper i m ent os se muestr an en la figur a  
4.  
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Figura 4 :  Recuperaciones medias para los compuestos seleccionados en suelo de jardín y  
Vertisol, utilizando como disolventes de extracción acetonitrilo y acetato de etilo 
L os efect os que pued en cont ri buir a estos resul t ados  son de vari os tipos . 
La hid rat aci ón del MgSO 4  es un proceso exot ér mi co, por lo que la mezcl a se 
cal ient a dur ant e el pr oceso de extr acci ón/part i c i ón (temp er at uras ent r e 40 -
45 °C ). Los baj os coefi ci ent es de par ti ci ón oct anol - ag ua (K o w ) para algunos 
de est os compuestos impl i can una mayor part i ci ón en el agua y por tant o 
baja concent ración en el ext r act o orgáni co anali zado  (T abl a 1) . Adem ás, los 
valor es de la constant e de par ti ción de carb ono orgáni co (K o c ) son muy 
diferent es para los com puest os consid er ad os, lo que pued e afect ar a las 
recup er aci ones finales.  
La alta volati li d ad del cloroform o y su baj o valor de K o w  podr í an ex pl i car 
las baj as recuper aci ones (ent r e 66 y 70 %) obtenidas par a est e com puest o. 
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superi or es. Las recup er aci ones obt enid as osci l ab an ent r e 83 y 92 % y están 
dir ect am ent e rel acionad as con  la pol ar id ad y con el punt o de ebull i ci ón de 
los com puest os. El gran pod er de ret enci ón del suelo par a el 
hexacl or ob enceno par ece no ser un par ám etr o impor t ant e, ya que par a est e 
compuest o se consig uen las recup er aci ones  más altas . Otr os aut or es 
observ aro n un com por t am i ent o simil ar al uti li zar el procedim i ent o de 
ext r acci ón QuE ChE R S con com puest os que present ab an una  fuert e 
ret enci ón en el suel o [3 5].  
En lo que respect a a las dos mat ri ces de suel o consi d er adas, se observ a 
que el pod er de ext r acci ón de la técni ca es muy sim il ar par a ambas,  ya que 
no exi st ían difer enci as signi fi cati vas en las recup er aciones obt enid as par a 
los dos tipos de suel os. Est e com por t ami ent o refuer za la idea de que el 
pod er de ret enci ón de los suel os no es un factor deter mi nant e en el proceso 
de extr acci ón, ya que el cont eni d o de mat er i a orgáni ca de los dos suelos 
cont am inados es muy difer ent e y sin emb arg o las recup eraciones obt enid as 
son muy sim il ar es.  
Por tant o, en lo que se refi ere a la extr acci ón de los compuest os en 
muestr as de suel os, los dos disolv ent es present ab an un compor t am ient o 
simi lar . Sin embar go, ya que el EtOAc  mostr ab a un mej or comport am ient o 
crom atog ráfi co, se sel eccionó ést e como disol v ent e de extr acci ón.  
 
4.1.2. Adición de agua sobre las muestras  
E n la apli caci ón d el mét od o a mat ri ces secas es muy común añad i r un 
volum en de agua sob r e las muest ras, ant es de somet erl as al proced imi ent o 
de ext racci ón, con el fin de hidr atarl as y de hacer los por os más accesib l es  al 
disol v ent e de ext r acci ón [13 - 15]. El efect o de la hum edad de las muest r as se 
est udi ó medi ante la adi ci ón de diferent es vol úmenes de agua sob r e la s  
muestr as de suelo , y evaluand o su infl uenci a en las recup eraci ones de los 
compuest os de int er és. Se est udi ó la adici ón de 1.5 mL y 2.5 mL de agua 
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ul tr apur a sob r e alí cuot as de 2.5 g de suelo de jar dín dopad o, y las mezcl as 
se agit ar on con el Vortex durant e 1 min. A cont i nuación se apli có el 
proced imi ento de ext r acci ón, util izand o las canti d ad es y proporci ones 
recom endad as en el mét odo QuE ChE R S ori ginal . Las recup er a ci ones 
obt enid as fuer on de 65 y 67 % para el cloroform o, 81 y 79 % para el 1,2-
d i cl orob enceno y 91 y 93 % para el hexacl or ob enceno. Est os result ados se 
compar ar on util izand o un test t de dos colas , del que se concluy ó que no 
exi st ían difer enci as signi fi cat i vas en las recup er aciones de los compuestos 
par a los dos vol úm enes de agua est udi ad os. Por tant o, se decid ió añad ir un 
volum en de 1.5 mL, que era sufici ent e par a satur ar  compl et am ent e de agua 
la muestr a , y adecuado par a proporci onar una cor r ect a hom og enei zaci ón 
dur ant e la etapa de agi t ación con el Vort ex.  
 
4.1.3. Relación entre tamaño de muestra y volumen de disolvente  
E l tam año de la muest r a es otra de las var iabl es comúnm ent e estudi ad as. 
Idealm ent e, los mét od os anal ít icos trat an de red uci r el vol um en de muest r a, 
empl eand o la mínim a canti dad capaz de propor ci onar result ad os 
est adí sti cam ente fiab l es. Los mét od os que requi er en cant id ad es de muestr a 
elevad as uti li zan grand es volúm enes de disolv ent e, lo que conll ev a un 
mayor gast o, mayor es requer imi ent os de se guri d ad , necesi dad de un mayor  
espacio de alm acenam i ento, más trab aj o y más tiemp o.  
En est e est udi o se eval uar on dos cant id ad es de  muest r a: 2.5 y 5.0 g. El 
volum en de agua y las propor ci ones de sal es añad id as se escal aron de 
for ma adecuada. Las muest r as se  som et i er on al proced imi ent o de ext racción 
en las mismas cond i ci ones que se han descr it o previ am ent e y en amb os 
casos se empl eó un vol um en de disolv ent e de extracci ón de 2.5 mL. De esta 
maner a, las relaciones muest r a:di solv ente consid erad as fueron 1:1 y 2:1. El 
uso de mayor es tam años de muestr a o mayor es volúm enes de disolv ente no 
era posib l e, ya que el tam año del tub o de centr ífug a util i zad o (15 mL) 
IX  QuECh E RS simpl i fi ca da . Estud i os pr el i mi n a r e s   
 _________________________________________________________________________  
3 0 9  
impedí a  la cor rect a hom og enei zaci ón de la muestr a y la adecuad a 
ext r acci ón de los com puest os dur ant e las eta pas de agi taci ón.  
Los resul t ad os obt enid os mostr aron  que las señales cor r esp ondi ent es a 
los compuest os de int er és cuand o se utili zó la relaci ón muestr a:d i sol v ent e 
2:1 eran ent r e 1.87 y  1.98 veces superi ores a las obteni d as con la rel aci ón 1:1. 
Por tant o, en los casos en los que se requi er en lím it es de det ecci ón muy 
bajos y la canti dad de muest r a no es un fact or limi tant e, es posi bl e estudi ar 
diferent es rel aci ones muest r a:d i sol vent e para obt ener una preconcentr aci ón 
de los com puest os.  
 
4.1.4. Adición de dif erentes combinaciones de sales 
E n la prim era pub li caci ón sob r e  QuE ChER S, tras la separación de fases 
con MeCN, se añad ían sales (MgSO 4  y NaCl en propor ci ón 4:1) par a inducir 
la separación de fases. El MgSO 4 se añadi ó en una cant id ad que exced ía su 
sat uraci ón en el volum en de agua uti li zad o. De est a maner a, se consig ue 
red uci r signi fi cativ am ente la fase acuosa y promov er la par ti ci ón de los 
anali t os en la fase orgáni ca. La adi ción de NaCl ayud a a red uci r el 
por cent aj e de agua present e en la  fase orgáni ca. Es to afect a de form a 
negati va a la recup er aci ón de los anal it os más polares per o dismi nuy e la co -
ext r acci ón de otr os compuest os polar es de la mat riz, que pued en int er feri r 
en la det erm i naci ón.  
En el  trab aj o  propuest o  se ha est udi ad o  el efect o de la adici ón de  
diferent es canti dad es de sal es . El prim er experim ent o que se reali zó se llev ó 
a cabo sin añad ir sal es. Sin emb ar g o, el ext racto orgáni co obtenid o no era 
tot alm ent e transp ar ent e, debi do a la solubi li dad del agua en EtOAc (7.24 % 
a 20 °C ). Por tant o, en e l est ud io final se ensay ó la adi ci ón de difer ent es 
cant id ad es de MgSO 4 , sin  y con  NaCl . Par a llevar a cab o los experim entos se 
util izar on: un mat eri al de refer enci a con cont enid o cer ti fi cad o de 
cloroform o (RTC - CR M 631) y un suel o de jar dí n dopad o  con 1,2-
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d i cl orob enceno y hexaclor obenceno. La tabl a 2 muestr a los result ados 
obt enid os en las difer ent es exper i enci as. Se ha consi d er ado el val or medi o 
de tres det ermi naci ones.  Los val or es ent r e par ént esi s muest r an la 
desvi aci ón estándar rel at iv a par a las tres répl i cas. Se ha asignad o un val or 
de 1.00 (en negri ta en la tabl a) a los val or es de área de pico obt enid os 
cuand o se utili za la com binaci ón de sal es recom endad a en el procedim i ent o 
QuE ChE R S ori gi nal (1g de MgSO 4  y 0.25 g de NaCl par a 2.5 g de muestr a). 
Los val or es obt enid os par a el rest o de com bi naci ones de sal es est ud i ad as 
han sid o nor mali zad os respect o a est e val or.  
Tabla 2 :  Influencia de las diferentes combinaciones de sales en las recuperaciones de los 
compuestos de interés (2.5 g de suelo)  
Sales  Área de pico normalizada (RSD, %) 
MgSO4 (g) NaCl (g)  CFM     12DCB HCB 
1* 
0  1.00 (0.5) 0.95 (0.57) 0.94 (0.38) 
0.25*  1.00 (0.5) 1.00 (0.41) 1.00 (1.08) 
0.5  1.04 (4.9) 0.99 (0.63) 0.99 (0.25) 
2 
0  0.93 (1.4) 0.97 (0.57) 0.97 (1.02) 
0.25  0.99 (1.1) 0.97 (1.00) 0.98 (1.21) 
0.5  1.08 (1.0) 0.97 (0.41) 1.0 (0.83) 
*Proporción de sales utiliz ada en el procedimiento QuEChERS original 
Com o pu ed e obser var se, no exi st en difer enci as signi fi cat iv as en las áreas 
de pico obt eni das con las difer ent es comb i naci ones de sal es est ud iad as. 
Además, no hay difer encias en los result ad os obt eni d os par a el mat eri al de 
refer enci a cert i fi cad o y el suel o de jardí n dopado en el lab orat or i o. Por otro 
lado, la adi ci ón de NaCl no tiene un efect o signi fi cat iv o en la separación de 
fas es ni en la ext r acción de los com puest os cuand o se apl ica el 
proced imi ento a muest ras de suelo (los cromatog r am as obt enid os son 
lim pi os y  no se observ an otr os com puest os int er ferent es, a difer encia de los 
result ados que se han descr it o par a la ext racción d e pest i cid as en muest ras 
de alim ent os). De acuerd o con est os resul t ad os, y con el fin de simpli fi car el 
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proced imi ento de ext r acci ón lo máxim o posibl e, se decid ió añadi r 
sol am ent e 1.0 g of MgSO 4 en el proced imi ento final .  
 
4.2. Recuperaciones y reproducibil idad obtenidas con el método de 
extracción optimizado  
S e real i zar on est ud ios de recup er aci ón y reprod ucibi li d ad para los 
anali t os obj et o de est ud i o, a dos niv el es de concentraci ón y en dos mat ri ces 
diferent es de suel o (suel o de jar dí n y Ver ti sol ). Las conc ent r aci ones 
consi der ad as en est e estud io est án dent ro del mar gen de lineal i dad  del 
métod o ( en los int erv alos 20 -  600 µg/kg par a CFM, 50 -  2400 µg/kg par a 
12DCB , y 10 -  400 µg/kg par a HCB ) y son super i or es a los lími t es de 
det ecci ón est im ad os para cad a com puest o (2.2 µg/kg , 1.3 µg/kg y 0.15 
µg/kg , respecti vament e). Est as concent r aci ones se sel ecci onar on teni end o en 
cuent a la sensib il id ad de cad a compuest o en el detect or . La tabl a 3 muestr a 
los resul t ad os obt eni dos , los cual es  corr esp ond en a la med ia de tres  
inyecci ones en el sist ema crom atog ráfi co con las cond i ci ones de anál i si s 
ópti mas par a cad a com puest o. Tamb ién se muestr an los valor es de RSD  (%)  
de est as tres medi d as. Las recup eraciones se cal cul ar on med i ant e el anál i si s 
de disoluciones de los com puest os  en EtOAc , con las mismas 
concentr aci ones que cont ení an los suel os dopad os.  
Las recup er aci ones obt enid as par a cad a com puest o eran simi l ar es en las 
dos mat r ices estudi ad as, a los dos niv el es de concent r aci ón consid er ados , y 
osci lab an entr e el  62 % y el  93 %, con una RSD en la eta pa de inyecci ón 
inferi or al 3.5 %. De nuevo, las recup er aci ones más bajas se obt uv i er on par a 
el com puest o más vol áti l (CFM), mient r as que las más alt as se alcanzar on 
par a el compuesto menos voláti l (HCB ).  
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Tabla 3 :  Porcentajes de recuperación y de desviación estándar relativa  para los 















50 62 2.0  62 1.2 
200 68 1.8  64 0.5 
12DCB 
625 82 1.0  83 3.4 
1562 78 1.0  79 1.5 
HCB 
15 93 1.9  86 1.6 
125 92 0.1  90 0.3 
 
Con el fin de cal cul ar la reprod ucib il id ad del proced imi ent o compl et o 
(ext r acci ón + anál i si s), se som eti er on al procedim i ent o de extr acci ón 10 
alí cuot as de una muest ra de suelo dopado , y los ext r actos obt enid os se 
anali zar on con el mét odo opti mi zad o. La reprod ucib il id ad , a los niv el es de 
concentr aci ón especi fi cados en la tab la 4, era muy buena en todos los casos, 
con valor es de RSD entre 3.3 y 7.6 %. Lo s valor es de RSD más elevad os 
cor r esp ond í an al com puest o más vol áti l, lo que pone de mani fi esto la 
dificult ad en la extr acci ón y det erm i nación de est e tipo de anal it os.  





CFM 50 7.6 
12DCB 19.5 3.5 
HCB 0.46 3.3 
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5. CONCLUSIONES  
Se ha eval uad o una ver si ón mod i fi cad a y simpl i fi cad a del mét odo 
QuE ChE R S par a la det erm i nación de com puest os clorad os en mat ri ces de 
suel os.  
Tant o el MeCN com o el EtOAc  se pu ed en util izar par a la ext r acción de 
los anali tos ; sin emb arg o ,  se sel ecci onó el EtOAc  por que most rab a vent aj as 
en el anál i si s crom at ogr áfi co. Se han eval uad o difer ent es mod os de 
inyecci ón, sel ecci onand o el más adecuad o en función de las caract er í st i cas 
de los anal it os.  
El mét odo propuest o no requi er e limpi eza de los ext r act os y se consi g ue 
una separación de fases adecuad a , añadi endo úni cam ent e MgSO 4  a la 
mezcl a muest r a:d i solv ente.  
Es necesari o reali zar nuev as inv esti g aci ones con el fin de reali zar una 
vali d ación más exhaustiva del mét od o y compr ob ar  su posi bl e apl i cación a 
diferent es compuestos orgáni cos en mat ri ces de suelos.  
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nation of organic volatile/semivolatile compounds in
tal samples, such as air, water, soil or sediments usu-
s special pretreatment prior to the final determination,
performed by gas chromatography. This pretreatment
isolation from the matrix of the compounds of interest
ansfer to other medium, ideally with the simultane-
l of interfering substances and selective enrichment in
g medium to a concentration higher than the detection
proposed procedure [1].
ce of sample treatment applied depends heavily on the
of the matrix. Water, in general, represents a less com-
trix than air, sediment or soil samples. This choice is
to the detection method. The more sensitive and spe-
on method is used, the less stages of sample treatment
uired [2]. Modern analytical strategies tend towards
tionand integrationof samplepretreatment in the chro-
c systems as far as possible [3].
ment of solventless (or at least with low solvent con-
sample preparation techniques constitutes a pillar of
tical chemistry [4] and has taken a rapid development
ding author. Fax: +34 923 294483.
ress: jlpp@usal.es (J.L.P. Pavón).
during last years. The great interest in this approach is due to tox-
icological, environmental and economical aspects. A number of
techniques with those characteristics have been developed [5,6]
such as single drop microextraction (SDME), liquid phase microex-
traction (LPME), solid phase microextraction (SPME) and stir-bar
sorptive extraction (SBSE). Among techniques based in gas extrac-
tion, static headspace (SHS), purge and trap (P&T) and closed loop
stripping analysis (CLSA) could be mentioned. Membrane extrac-
tion approaches such as membrane assisted solvent extraction
(MASE), membrane extraction with sorbent interface (MESI) or
membrane inlet mass spectrometry (MIMS) have also been applied
to environmental samples [7].
QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) proce-
dure was introduced by Anastassiades in 2003 as a new approach to
extract a wide range of pesticides from different food matrices with
high water content [8]. This basic procedure is based on a liquid par-
titioning with acetonitrile followed by a dispersive SPE clean-up
with primary secondary amine (PSA). Modifications to the original
method to ensure efficient extraction of pH dependent compounds
(by using different buffers solutions) [9–12] or addition of water
to dry samples in order to obtain the necessary moisture [13–15]
have been introduced.
To remove matrix components in the clean-up step, modifi-
cations of the original dispersive SPE step by using graphitized
carbon black (GCB) and C18 sorbent [10], SPE in cartridge [16] or
Florisil cartridges [17,18] have been used. The QuEChERS method
see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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A simplified version of the QuEChERS m
soil samples is proposed. The procedu
acetate, followed by the addition of a
(ECD) is then used to analyse the extr
version includes, therefore, fewer trea
pler, faster, and cheaper and minimize
compounds (chloroform, 1,2-dichloro
ity have been selected as target comp
have been evaluated in order to prove
compounds from different soil sampl




de Salamanca, 37008 Salamanca, Spain
d for the extraction of chlorinated pollutant compounds from
volves simple liquid extraction of the soil sample with ethyl
rous MgSO4. Gas chromatography/electron capture detection
without any other sample pretreatment. This new QuEChERS
t stages of the sample, which makes the final procedure sim-
creation of errors associated with this step. Three chlorinated
ene, and hexachlorobenzene) of different volatility and polar-
s and two different solvents (acetonitrile and ethyl acetate)
uitability of the proposed approach for the extraction of these
e suitability of the acetonitrile and ethyl acetate for PTV-GC
s between 62 and 93% and reproducibilities between 3.5 and
386 C.G. Pinto et al. / Talanta 81 (2010) 385–391
is particularly popular for determination of polar, middle polar
and non-polar pesticide residues in various food matrices [19–26]
because of its simplicity, inexpensiveness, amenability to high


























































these, different solutions were prepared by dilution in each of the
solvents. They were used in the studies of the different modes of

























































arizesteps. Recently, the QuEChERS method for multiple
ticides in fruits and vegetables has received the distinc-
ial method of AOAC International [27].
h QuEChERS has mainly been used for the determina-
cides, some other compounds, such as pharmaceuticals
am antibiotics [29,30] or veterinary drugs [30–34] have
ined using QuEChERS. To the best of our knowledge
uEChERS in soils is very limited [35] but with very good
he above-mentioned report, the clean-up step of the
s carried out by dispersive SPE. According to these expe-
development of new applications and modifications of
is of great interest.
aper, a new and simplified version of the QuEChERS
proposed for the extraction of chlorinated pollutant
from soil samples. To solve the main disadvantage
to the QuEChERS methodology (low preconcentration
ounds in the extracts), analysis by gas chromatography
-electroncapturedetector (ECD),which improves the
nd sensitivity with respect to conventional detectors,
.
n advantage of the proposed version is related to the
of the dispersive SPE step after the extraction. This
monstrated to be highly effective to reduce lipid matrix
es from the extracts, and it is faster, cheaper and eas-
ditional SPE clean-up procedures. However, due to the
aracteristics of the soil matrices and the high degree of
nd sensitivity of the GC–ECD system, it was decided to
extracts, obtained after the centrifugation step, without
further clean-up. In consequence, the new QuECh-
includes fewer treatment stages of the sample, which
final procedure simpler, faster, and cheaper and mini-
rrors associated with this step.
to prove the suitability of the proposed approach,
compounds of different characteristics related to their
d polarity have been chosen. These analytes are very
rganic pollutants, because of their common use and
ty. The International Agency for Research on Cancer
classified the three target compounds as possibly car-
o humans (Group 2B), based on limited evidence of
ty in humans but sufficient evidence of this in experi-
als. Two solvents (acetonitrile and ethyl acetate) have
ated in terms of their suitability for chromatographic
of their extraction efficiency from different soil matri-
ental
als
rm (99.9% purity) was supplied by Supelco (Belle-
USA) and 1,2-dichlorobenzene (99% purity), and
benzene (99% purity) were from Sigma–Aldrich (Stein-
any). Acetonitrile (MeCN) was from Merck (Darmstadt,
nd ethyl acetate (EtOAc) from Sigma–Aldrich. Magne-
e anhydrous and sodium chloride were from Scharlau
Spain). Ultrapure quality water obtained with an Elga-
ater purification system was used.
rd solutions
lutions (500 mg/L in ethyl acetate or acetonitrile) of each

























































fferent types of soils were used to evaluate the proposed
methodology. Two collected soils: a garden soil, with
c content (Salamanca, Spain), and a Vertisol, which has
ntageof clay (Tabasco,Mexico), aswell as a certified ref-
erial RTC-CRM631 (silty clay soil) with certified content
rm purchased from LGC Promochem (Barcelona, Spain).
tion capacity of soils is strongly governed by their con-
d, clay and organic matter. Therefore, the soils studied
e examples of soil types, and the results obtained could
ated to most natural soils.
to avoid the presence of any of the compounds studied
, collected samples (garden soil and Vertisol) were air-
heating plate at 90 ◦C for 48 h, with frequent turning.
ure removed any organic traces or humidity from the
oil blanks were checked to be free of the target analytes
ing.
ing procedure was as follows: 20 g of soil was placed in
ber flask and 2 mL of the target analytes solution (at
centrations) in ethyl acetate was added. The flask was
y sealed and shaken vigorously for 15 min to achieve
ogenization of the compounds in the matrix. To allow
ionbetween thecompoundsand thematrix the samples
in a refrigerator at 4 ◦C for 15 days.
tus
matographic analysis was performed with an Agilent
omatograph equipped with a 63Ni micro-electron-
tector (ECD). According to the specifications, the
one volume of this detector is 10 times smaller than any
which translates into greater sensitivity and decreases
of cell contamination. A DB-VRX capillary column
8 mm × 1m) for fast gas chromatography from Agilent
ed. The carrier gas was helium N50 (99.995% pure; Air
riments were carried out with an Agilent 6890 PTV inlet.
s equipped with a 71 mm × 2 mm liner (internal volume
acked with Tenax-TA, a hydrophobic polymer designed
nics. The sample was introduced through an automatic
le injection system (Agilent 7683).
ical procedure
ple pretreatment with the simplified QuEChERS
.5 g of soil sample was weighed in a 15 mL glass cen-
with screw cap, which keeps the tube closed for most
ess of sample preparation, thus avoiding as much as
ses of volatile compounds during this stage. 1.5 mL of
ater was added on the soil sample in order to make
sample more accessible to the extraction solvent and
ize water content in different soil samples and the mix-
aken for 1 min with a Vortex device. Then, 2.5 mL of
te (extraction solvent) was added and the mixture was
in during 1 min. Following this, 1 g of magnesium sul-
ded, shaking it for 1 min as quick as possible to prevent
f MgSO4 conglomerates. The tube was centrifuged at
uring 5 min. A comparison between the original QuECh-
ch and the modifications proposed in this paper is
d in Fig. 1.



















60 ◦C for 2 m
further incr
latter two teFig. 1. Comparison of the proposed method with the original QuE
lysis of the extracts was performed by a GC provided
D. Two injection modes were used: splitless injec-
e volatile compound (chloroform) and solvent vent
r semivolatile compounds (1,2-dichlorobenzene and
benzene).
litless injection, 0.2L of sample was injected and the
perature was kept at 250 ◦C throughout the analysis
plitless time was 1 min. In the solvent vent mode, the
rting temperature was 30 ◦C. The injection volume was
vent flow was adjusted to 20 mL/min and the vent pres-
psi. After0.5 min, the split valvewasclosedand the liner
eated at 12 ◦C/s to 300 ◦C. The analytes were transferred
er to the capillary column (1.5 min injection time). The
as then opened and the liner temperature was held at
.00 min to allow the cleaning of the liner thus avoiding
ity of memory effects. In both cases, the septum purge
0 mL/min.
mnoven temperature involvedan initial temperatureof
in, this was increased at 65 ◦C/min to 175 ◦C, and then
eased at 45 ◦C/min to 240 ◦C and held for 3.05 min. The

















analysis.ChERS adapted to dry samples.
ental configuration employed. The carrier gas was He
was 1.4 mL/min. The total chromatographic run time
in.
D parameters were a detection temperature of 300 ◦C
up flow gas (N2) of 20 mL/min.
and discussion
n of solvent for PTV-GC analysis
ents most commonly used for multiresidue analysis of
ave been MeCN, acetone and EtOAc; each of them gives
high recoveries for awide rangeofpesticides indifferent
es [8].
g the suitability of the organic solvents for gas
aphy, Mastovská and Lehothay [11] evaluated and com-
possibilities of MeCN, acetone, and EtOAc. The three
directly serve as a medium for GC injection and there-
t exchange is not required before the chromatographic
388 C.G. Pinto et al. / Talanta 81 (2010) 385–391
Table 1
Characteristics of the compounds under study.






























































ifferent injection modes for chloroform in acetonitrile and ethyl acetate.
on modes studied, was obtained. On comparing this mode
e hot splitless mode it was noticed that losses of the com-
s occurred when the same amount of sample was injected in
t vent mode. Moreover, worse peak reproducibility between
ons was obtained. These results could easily be explained
volatility of the compound (boiling point of 61 ◦C) which
r than the boiling points of the solvents (77 and 82 ◦C for
and MeCN, respectively). The use of a liner packed with
TA® did not solve this problem, due to the retention of the
ts investigated at low temperatures. Nevertheless none of
mmercially available packing materials (glass wool, carbo-
carbotrap B) showed better properties for the combination
ents and analyte studied here.
he case of semivolatile compounds, the use of a programmed
rature vaporizer (PTV) inlet offers an interesting alternative
reasing sensitivity with the solvent vent injection mode. The
point of the solvents are sufficiently low and, therefore,
te to trap the analytes in the liner at acceptable high vent-
peratures (to avoid a need for excessive cooling), but more
antly, to be able to eliminate the majority of the solvent by
g without losing the analytes. Additionally, this allows the
on of large sample volumes, with a consequent increase in
vity.
3 shows the chromatograms obtained for the two cho-62 1.97 40
180–183 3.38 617
323–326 6.2 54954
ples, in contrast with fruits and vegetables, do not have
ts of lipid materials. Different soil types are charac-
heir mineral fraction (variable percentages of sand, silt
d organic matter fraction (10–15%) mainly composed
ubstances Therefore, the main disadvantage of EtOAc
on of non-polar compounds such as lipids or waxes)
significant here, and any of the three organic solvents
itable for the extraction and chromatographic determi-
lorinated compounds from soil matrices. In this work,
s not investigated as extraction solvent, due to its dis-
in phase separation and to its high volatility. Therefore,
tOAc were evaluated in relation with their chromato-
aviour.
to evaluate the possibilities of the new proposed
set of organic chlorinated compounds with very dif-
erties related to volatility, polarity and their interaction
as selected. The set of target compounds includes: a
pound, chloroform (CFM) and two semivolatile com-
-dichlorobenzene (1,2-DCB) and hexachlorobenzene
volatility (expressed as their boiling point), the polar-
ed as the value of their log Ko/w), and the interaction
xpressed as the value of their organic carbon partition
c) for these compounds are shown in Table 1.
g to the differences in the properties of the target ana-
n order to achieve optimal analytical signals for every
it was decided to study separately the volatile organic
from the semivolatile ones, because they could be influ-
very different way by solvent and conditions used for
00g/L solutions of chloroform were prepared in MeCN
and injected in the gas chromatograph with three dif-
tion modes allowed by the programmable temperature
sed: hot split, hot splitless and solvent vent. Fig. 2 shows
tograms obtained. When hot split injection mode was
observed that chromatographic resolution obtained
was better than with MeCN; the peak of CFM was
nd therefore better signal to noise ratio was obtained.
he main disadvantage of split injection is that most of
is wasted through the split line, and therefore it is not
ppropriate technique for trace analysis, that requires
ensitivity.
e solution of CFM in EtOAc was injected in hot split-
a significant improvement in peak area and height was
comparing with split injection. Nevertheless, when the
ion mode was used for the MeCN solution a clear dis-
eak shape was obtained. This poor resolution can be
y the high expansion volume of MeCN (506L) which
larger vapour volume and analyte residence time in the
rt than ethyl acetate (272L). With this injection mode,
solvent is probably focused to the column inlet in the
ections, causing problems with the peak shapes. Other
o suggest that in the splitless injection mode solvents
lume expansion are preferred [11].


























ing the solvent vent mode (injection volume 0.2L,
erature 5 ◦C, purge time 1 min, purge flow 50 mL/min,
e: 1.5 min) the same effect of worse chromatographic




that, for aclatile compounds (1,2-dichlorobenzene at 250g/L and
benzene at 50g/L) when increasingly larger acetoni-
thyl acetate solution volumes are injected. It is clear
etonitrile, a strong distortion of the chromatographic
C.G. Pinto et al. / Talanta 81 (2010) 385–391 389



















































thechromatograms obtained by injecting (solvent vent injection mode) different volu
s at large injection volumes, making impossible to work
on volumes greater than 1.0L. This behaviour, as seen
latile compound, can be explained by the large volume
f acetonitrile. With solvent vent injection, the effect is
volumes larger than 1.0L, instead of 0.2L because,
place, this injection mode allows the removal of most
nt during the venting step, and, in the second place,
atile compounds elute when the chromatographic col-
rature is high, and therefore when the solvent has been
eluted, thus avoiding the distortion caused by it.
g ethyl acetate, on increasing the injection volume the
aphic signal accordingly increases, thus providing bet-
ty. In this case, the boiling point of the solvent, slightly
that of acetonitrile, makes it possible a more effective















spikingvolumes up to 5L, without distortion of the chro-
c peaks. The difference in signals between 3 and 5L,
edict that injection of larger sample volumes would not
results significantly.
e, from a chromatographic point of view, ethyl acetate
dvantages in terms of chromatographic resolution for
nds studied and allowed larger injection volumes using
s injection mode for chloroform (0.2L in the opti-
rimental conditions) and solvent vent injection mode
atile compounds (5L in the optimized experimental
, which gives rise to improved sensitivity of the chro-
c methodology.
eless, in case that acetonitrile would be used as solvent,
injection conditions would imply hot split for chloro-
L, split ratio 1:4), and hot splitless for the semivolatile
(1.0L).
ed QuEChERS approach applied to soil samples
e solvents had been compared in terms of their chro-
c resolution and analyte response, a study to determine










tion in the a
Fig. 4. Averag
(V).f semivolatile compound solutions in acetonitrile and ethyl acetate.
action method used for this experience, followed the
and proportions of the original QuEChERS method
the extract clean-up): 2.5 g of spiked sample were
ed with 1.5 mL of water using vortex mixing and then
olvent were added and the sample was shaken with
evice again and, after that, a combination of anhy-
4:NaCl (1 g:0.25 g) was added. After centrifugation, the
ract was directly injected into the GC system.
nic extracts were injected using the injection mode that
e optimal chromatographic resolution and sensitivity
ucible results was selected. The recoveries were calcu-
mparing the signals provided by the extracts with the
ined on injecting solutions of the analytes prepared in
solvents with the same concentrations as those used in
soils. Each solution was analysed in triplicate and the
ue of the three injections was used.
lts obtained in these experiments are represented in
ral effects can contribute to these results. The hydra-
O4 is an exothermic process, causing the sample extract
during the extraction/partitioning step (temperatures
and 45 ◦C). The low octanol–water partition coeffi-
) for some of these compounds involve a possible high
the water phase and as a consequence low concentra-
nalysed organic phase. Besides, the value of the organic
e recoveries of selected compounds from garden soil (G) and Vertisol
390 C.G. Pinto et al. / Talanta 81 (2010) 385–391
carbon partition constant (Koc) are very different for different com-
pounds and could affect to the final recovery.
The high volatility of chloroform and its low value of Kow could
































































Influence of different combinations of salts on the recoveries of the target com-
pounds (2.5 g soil sample).










































, 50–2400g/kg for 1,2-DCB, and 10–400g/kg for HCB)
ll above the detection limits (2.2, 1.3, and 0.15g/kg, respec-
. The calculated bias was below 5% for the three compounds
. Table 3 shows the results obtained for the two fortified
ples at different levels according to their sensitivity on the
or. The results correspond to the average of three injections
chromatographic system in the optimal injection mode for
mpound. Values in brackets indicate the RSD of these three
res. Recoveries were calculated by analyzing solutions of the
unds in EtOAc at the same concentration levels than those
spike the soil samples; the values found were similar in thethe semivolatile compounds the extraction recoveries
nd should be mainly related to their polarity and inter-
soil. In this case, recoveries are between 83 and 92%
directly related to the polarity of the analytes. The
ing to soil of hexachlorobenzene does not seem to be
t parameter as it presents the highest recovery. A simi-
r with QuEChERS approach has been observed by other
compounds that present strong binding to soils [35].
g the two different matrices, it can be observed that the
ower of the technique in different complex soil samples
ilar. The recoveries found in the two soils showed no
differences. This behaviour reinforces the idea that the
ompounds to the soil is not a determining parameter
ction process given that the organic matter content in
very different, but the recoveries obtained are similar.
e, regarding the extraction from soil samples, the two
vents behave in a similar way. The better chromato-
aviour observed for ethyl acetate led us to choose this
he optimum.
plication of the method to dry matrices, it is very com-
a volume of water to the samples, prior to the extraction
drate them and make the pores in the sample more
o the extraction solvent [13–15]. The effect of the mois-
sample was studied by adding different volumes of
soil sample on the recoveries of the target compounds.
1.5 and 2.5 mL of ultrapure water were added to the
ts of the spiked garden soil sample, and the mixtures
x mixed for 1 min. Following this, the extraction pro-
g the amounts and proportions recommended in the
EChERS, was applied to the homogenized samples. The
btained were 65 and 67% for chloroform, 81 and 79%
lorobenzene, and 91 and 93% for hexachlorobenzene,
. Comparison of these values by using a paired t-test
t there were not significant differences in the recoveries
ounds for the volumes of water studied. Therefore, we
choose a volume of 1.5 mL, which was enough to com-
rate the sample and appropriate to provide a proper
ation of the sample during the vortex-mixing step.
size is another of the commonly studied variables.
lytical methods try to reduce sample size to a mini-
nt that provides statistically reliable results. Methods
cessive sample size are used require larger solvent vol-
leading to more waste, greater safety concerns, greater
re labour and time, and more expense than necessary.
study two different sample sizes were selected: 2.5
soil. Water volume and salt proportions were scaled
. The samples were extracted under the same condi-
eviously with 2.5 mL of extracting solvent. Thus the
ent ratios studied were 1:1 and 2:1. Larger sample sizes
lvent volumes were not possible because the glass cen-
volume (15 mL) prevented proper homogenization of
and adequate extraction of the analytes during shaking
lts obtained show that signals obtained for a 2:1 sam-
ratio were 1.87–1.98 times higher compared to the
a 1:1 ratio. These results show that, if lower detection
eeded and sample availability is not the limiting factor,
mple:solvent ratios could be designed to obtain concen-
e analytes ensuring at all times the right conditions for
on.
nitial QuEChERS publication, after the initial single-






















































used toNaCl (g) CFM 1,2-DCB HCB
0 1.00 (0.5) 0.95 (0.57) 0.94 (0.38)
0.25b 1.00 (0.5) 1.00 (0.41) 1.00 (1.08)
0.5 1.04 (4.9) 0.99 (0.63) 0.99 (0.25)
0 0.93 (1.4) 0.97 (0.57) 0.97 (1.02)
0.25 0.99 (1.1) 0.97 (1.00) 0.98 (1.21)
0.5 1.08 (1.0) 0.97 (0.41) 1.0 (0.83)
ion of salts used in QuEChERS original.
hase separation. The salting-out effect resulting from
NaCl usually leads to increased recoveries of polar com-
allows to control the percentage of water in the organic
O4 was added at amounts well exceeding its saturation
cause of its ability to bind large amounts of water and
cantly reduce the water phase and promote partitioning
tes into the organic phase.
ork we have studied the effect of the addition of salts in
d QuEChERS proposed. The first experiment was carried
addingany salt. In this case, theupper layer is not trans-
g to the solubility of water in ethyl acetate. Therefore,
mbinations of MgSO4 with and without NaCl were stud-
xtraction of RTC-CRM631 reference soil (with certified
chloroform) and fortified garden soil samples (for 1,2-
zene and hexachlorobenzene). Table 2 gives the results
ent experiments designed to determine this effect. Data
rage value of three determinations. Values in parenthe-
e relative standard deviation for three replicates.
k areas obtained when the combination of salts recom-
the original QuEChERS method (1 g of MgSO4 and 0.25 g
2.5 g of sample) is used have been assigned a value of
d in Table 2), the values for the other assayed combina-
normalized to this value. It can be seen that there are no
differences between the different combinations of salts
reover, there are no differences between the compound
he certified material (unspiked in the laboratory) and
s in the garden soil (polluted in the lab). The addition of
ot have any significant effect in the soil matrices (the
ams are clean and no peaks from other compounds are
contrast with the results reported for pesticides in food
ccordingly to these results and in order to simplify the
ch as much as possible only 1.0 g of MgSO4 was used in
ocedure.
e recoveries and reproducibility
ducted recovery and reproducibility studies with the
d for the target analytes at different concentrations in
nt matrices (garden soil and Vertisol). These concentra-
thin the range of linearity of the method (20–600g/kg
C.G. Pinto et al. / Talanta 81 (2010) 385–391 391
Table 3













CFM 50 62 2.0 62 1.2
200 68 1.8 64 0.5
1,2-DCB 625 82 1.0 83 3.4
1562 78 1.0 79 1.5
HCB 15 93 1.9 86 1.6
125 92 0.1 90 0.3
Table 4
Reproducibility of the global procedure proposed (n = 10).
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X  
DESARROLLO Y VALIDACIÓN DE UNA 
VERSIÓN SIMPLIFICADA DE LA 
METODOLOGÍA QuEChERS PARA LA 
DETERMINACIÓN DE HIDROCARBUROS C1 -C3 
HALOGENADOS Y CLOROBENCENOS EN 
SUELOS 
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1. INTRODUCCIÓN  
Hoy en día  los suel os est án som et id os a dist i ntos  procesos de 
cont am inación por  com puest os quím i cos. Los suel os son mat ri ces 
compl ej as, cuya com posi ci ón es alt am ent e het erog énea. Los cont am i nant es, 
una vez llegan al suelo, exper im ent an  int e r acci ones físi co - quím icas con los 
componentes mineral es y orgáni cos de la mat ri z. El result ado final depend e 
de los par ám et r os ter modi nám i cos de la ret enci ón, infi l tr aci ón, evapor aci ón, 
disol uci ón y de la biodeg r ad aci ón de los com puest os, que det erm inan 
fi nalm ent e su dist rib uci ón y acumulaci ón en  los difer ent es com ponent es  del 
ecosi st em a [1].  
Los compuest os orgáni cos hal og enad os vol át il es ( volatile halogenated 
organic compounds, VHOCs)  y los clor ob encenos  han recib id o especi al 
atenci ón com o cont am i nant es en suel os [2 - 5]. Los VHOCs se han util i zad o 
pri ncip alm ent e com o disol v ent es, prod uctos de lim pi eza o desengr asant es , 
mod i ficador es de  reacci ones de poli meri zaci ón  y flui dos de inter camb io de 
cal or [6]. Dentr o de est e grupo se incl uy en com puest os sospechosos de ser 
cancerí g enos,  como, por ejem pl o, el tet r acl or oeti l eno (incl ui do en la clase 2A 
por el IARC) [7,8]. Los clor obencenos tambi én se int r od ucen en el medi o 
amb i ent e en cant id ad es consi d er ab l es com o consecuenci a de su uso com o 
disol v ent es, flui d os dieléct ri cos, arom as  y como int erm ed i ar ios en la 
fab ri caci ón de otr os compuest os quím i cos, tal es com o pest icid as, fenol es y 
col or ant es [3,9]. Se encuent ran de for ma frecuent e en los resid uos 
ind ust ri ales, tant o sólid os com o líqui dos, así como en las descar gas a l a 
atmósfer a. El clorob enceno, 1,2- d i cl or ob enceno, 1,3- di cl or ob enceno, 1,4 -
d i cl orob enceno, 1,2,4- tr iclor obenceno y el hexaclorob enceno se incl uy en en 
la list a de cont ami nant es priori t ar i os en mat ri ces acuosas decl ar ada por la 
Agenci a de Prot ecci ón Med i oambi ent al de Est ad os Uni d os (US - E PA) [10] y 
algunos de ellos, com o el hexacl or ob enceno, son cancer íg enos par a los seres 
hum anos [11].  
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Est os dos grupos de compuest os se incluy en en la “G uí a par a el cri bad o 
de suel os ” de la EPA, que  ayud a a estand ar izar y acel er ar la eval uaci ón y 
lim pi eza de aquell os suel os cont ami nad os cuyo uso fut ur o es el de área 
resid encial [12] .  
Habi t ualm ent e los  suelos requi er en un a etapa de pret r at am i ent o  de 
muestr a prev i a a su anál isi s instr um ental . Est a etapa impl ica el aisl am i ent o 
de lo s com puest os de int er és de la matr i z prim ar ia  y su transfer enci a  a una 
matr iz secund ar i a, con la elimi naci ón simul t ánea de sustancias 
int er fer ent es. Se han propuest o var ia s técni cas  par a la det erm i naci ón de 
est os com puest os en suelos. Para el caso de los a nal it os vol áti l es, se han 
util izado pur ga y tram p a (P&T ) [4,5,13,14], purga y memb r ana  ( purge and 
membrane, PAM) [2,15], gener aci ón de espaci o de cab eza est áti co (SHS) 
[16,17] o micr oext r acción en fase sól i d a en la mod al id ad de espaci o de 
cab eza (HS- SPME )  [3,18,19]. Para los anali tos sem iv ol áti l es y no voláti l es 
(com o el hexacl or ob enceno), se ha uti li zad o la extr acci ón Soxhl et [20,21], la 
micr oextr acci ón en fase líqui da (LPME ) [9], la ext r acci ón con agua sub crí ti ca  
presuri zad a (PSWE )  [22 - 24], la ext r acción  con disolv ent es  asi sti d a por 
ultr asoni d os  (USE )  [25 - 27] y la extr acci ón  con disol v ent es  asi st id a por 
micr oond as  (MAE )  [28,29]. 
En el año 2003, el grupo de Anast assiad es y col abor ad or es [30] 
int roduj er on el procedi mient o QuE ChER S ( quick, easy, cheap, effective, rugged 
and safe) par a el anál isi s de pesti cid as en frut as y verd ur as. Est e  
proced imi ento impli ca una etapa ini ci al de ext r acci ón de la m uest r a con 
acet oni tr il o, segui da de una par ti ci ón líqui d o - lí quid o, llev ada a cabo 
medi ant e la adici ón de MgSO 4  anhid ro y NaCl . Tant o la elim i naci ón de 
agua resid ual com o la etapa de lim pi eza tienen lugar de form a sim ul t ánea, 
medi ant e un proced imient o denom i nad o extr acci ón en fase sóli d a 
disper siv a (d - SPE ). Aunque el procedim i ent o QuE ChER S se ha uti li zad o 
pri ncip alm ent e par a la det erm i naci ón de un gran núm ero  de pest i ci das en 
matr ices de alim entos [31 - 33], tamb ién se ha n det erm i nad o  com puest os 
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far macéuti cos [34], antibi óti cos β - lactámi cos [35] , prod uctos vet eri nar i os 
[36,37] o hid rocarb ur os pol i cí cl i cos arom áti cos [38] en matr i ces biol ógi cas. 
Respect o a matr ices de suel os, el procedim i ent o QuE ChER S se ha apli cad o 
de for ma reci ent e al análisi s de pest icid as, insect i cid as y fungi ci das [26,39-
42] y fenol es y cresol es [43] en difer ent es tipos de suel os.   
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2. OBJETIVO  
En el capít ul o ant eri or se evaluó una ver si ón simpli fi cad a del 
proced imi ento QuE ChER S par a el análi si s de suel os, uti li zand o tres 
compuest os hal og enad os (cl or ofor mo, 1,2- di cl or ob enceno y 
hexacl or ob enceno) com o anali t os prueba [44]. Se dem ostr ó que la etapa de 
lim pi eza (d - SPE ) era innecesar ia, com o consecuenci a de la nat ur al eza no 
grasa de las muest ras anal i zad as, así com o del alt o grad o de sel ect iv id ad y 
sensi bi li d ad del  det ect or util izado, un micr o - d et ector de capt ura elect róni ca  
(µ E CD). De form a reci ent e se ha propuest o la det er mi naci ón de 
tri halom et anos en suelos uti li zand o est e mét od o sim pli fi cad o de 
QuE ChE R S [45 ,46].  
El  obj eti v o pri nci p al del present e trab ajo es opti m izar y vali dar una 
metod ol ogí a basad a en la ver si ón sim pli ficada de QuE ChE R S par a la 
ext r acci ón y det erm i nación de cont am i nant es volát il es y sem iv oláti l es en 
suel os. Se han sel ecci ona d o  siet e com puest os clorad os com unes y cuatr o 
clorob encenos, incluy endo el 1,2- di cl or ob enceno y el hexacl orob enceno. Las 
medi das se han llev ad o a cab o acopland o un inyect or de tem perat ur a 
progr am ad a (PTV ) a un cromat óg r afo de gases (GC) y a un micr o - d et ector 
de capt ur a electr óni ca  (µ ECD).  
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3. EXPERIMENTAL  
 
3.1. Reactivos y dis oluciones estándar  
L os est ánd ar es anal ít icos del 1,2- di cl or oet ano, tet racl or ur o de carb ono, 
1,3- di cl or op r op il eno, 1,1,2- t ri cl oroet ano, tet r acl oroeti l eno, 1,1,2,2-
t et raclor oet ano, 1,4- di clor ob enceno, 1,2- d i cl or ob enceno, hexacl or oet ano, 
1,2,4- tr i cl or obenceno  y hexacl orob enceno fuer on sum i ni str ados por Sigma-
Al d ri ch (St ei nhei m, Alemani a). Las propi ed ad es físi cas de los compuest os 
en est ud io se muest r an en la tab l a 1. El acet oni tr ilo (MeCN) era de Mer ck 
(Darm st ad t , Alem ani a) y el acet at o de etil o (Et OAc) y de p ropi l o (Pr OAc) 
eran de Sigm a - Al d ri ch. El sul fat o magnési co anhidr o (MgSO 4 ) y el clor ur o 
sód i co (NaCl ) fueron sum i ni str ados por Scharl au (Barcel ona, España). El 
agua ultr ap ur a se obt uvo med iant e un sist em a de pur i fi caci ón de agua 
Elgast at .  
Tabla 1:  Tiempos de retención y propiedades físicas de los analitos en estudio  







1,2-Dicloroetano 4.17 83 1.48 1.24 
Tetracloruro de carbono 4.30 77 2.64 2.24 
1,3-Dicloropropileno 4.88 97-112 2.00 1.66 
1,1,2-Tricloroetano 5.18 115 2.35 1.70 
Tetracloroetileno 5.60 121 2.53 2.19 
1,1,2,2-Tetracloroetano 6.16 147 2.39 1.97 
1,4-Diclorobenceno 6.75 173 3.37 2.79 
1,2-Diclorobenceno 6.85 179 3.38 2.79 
Hexacloroetano 7.04 185 3.9 3.25 
1,2,4-Triclorobenceno 7.44 214 3.98 3.25 
Hexaclorobenceno 10.25 323 6.2 4.74 
 
Se preparar on disol uci ones patr ón de cad a compuest o (500 mg/L en 
acet at o de etil o) y se alm acenar on a una tem per at ura de 4 º C en una nev er a. 
   X QuECh E RS simpl i fi ca d a . Hidr oca r bur os cl or a d os y clor obe n ce n os en suel os 
 ________________________________________________________________________  
3 3 4  
Se prepar ar on disol uci ones de trab aj o que cont enían los once comp uestos 
por dil uci ón en acetat o de eti l o a los niv el es de concent r aci ón requeri d os, de 
for ma previ a a la opt im ización de las cond i ciones inst r um ent al es y al 
dopaj e de las muestr as de suel o.  
 
3.2. Muestras de suelos  
Se util izar on mat ri ces de suel os par a det e r mi nar las car act erí sti cas 
analí ti cas del mét od o  y par a est ud iar la viabi li dad de util i zar difer ent es 
disol v ent es de extr acci ón y el efect o de la adi ci ón de agua y NaCl en el 
rendi mi ent o de la ext r acci ón. Se uti li zar on dos tipos de suel os, con 
car act erí sti cas muy difer ent es respect o a su capacidad de sorci ón:  un suel o 
con un cont eni do de mat er i a orgáni ca elev ad o, proced ent e de jar dí n públ i co 
(Sal am anca, España) y un suel o com er ci al ( com puest o pri nci p alm ent e por 
aci ll a y mar ga )  no cont am i nad o, sumi ni st r ad o por LGC Promochem (RTC -
CL N SOI L - 2, LG Prom ochem , Bar cel ona, España).  
Con el fin de evit ar la presencia de los compuestos de int erés en los 
suel os, é st os se secar on en cont acto con la atm ósfera sob re una placa 
cal efact ora a 90 °C , dur ant e 48 horas, removi en do de form a frecuent e. Con 
est e proced im i ent o se conseg uí a elim i nar del suel o la hum ed ad y 
práct i cam ent e cual qui er traza de compuest o orgánico vol át il presente en él. 
Se confi rm ó la ausencia de anali t os som et i end o una por ci ón de dicho suel o 
al proceso de e xt r acci ón, con la post er ior inyecci ón del ext r act o en el sist em a 
crom atog ráfi co.  
Par a dopar las muest ras, se deposit ar on 20 g de suelo en un frasco ámbar 
de 100 mL, y sobr e él se añadi er on  2 mL de una disol uci ón de los anal it os 
obj et o de est udi o en EtOAc  ( a las concent r aci ones adec uadas). El frasco se 
cer r ó herm ét i cam ent e y se agi t ó  vigor osam ent e dur ante 15 minut os par a 
conseg ui r la prefect a hom og en e i zaci ón de los com puest os en la mat ri z. 
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Fi nal ment e, las muestr as fuer on  alm acena das en una nev er a , a una 
temp er at ur a de  4 ° C .  
Par a val id ar el mét od o opti mi zad o, se anali zaron dos mat eri al es de 
refer enci a (CRMs). Uno de ell os era un suelo arcil lo - l im oso (RTC - CRM631), 
mient ras que el segundo era un suel o arci ll oso (RTC - CR M635). Amb os 
suel os fuer on sum ini str ados por  LGC Prom ochem (Bar cel ona, España).  
 
3.3. Procedimiento analítico  
E n la figura 1 se esquem ati za el proced im ient o anal ít ico com pl eto, 
incluy end o  la ext racción de la muestr a, la inyección en el sist em a 
crom atog ráfi co util i zando un inyector de temper at ur a pr ogr am ada, la 
separ aci ón de los compuest os y la det ecci ón en el µ - E CD. Las condi ciones 
exper im ent al es se resu m en en los sigui entes apar tad os.  
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 3.3.1. Tratamiento de muestra 
L a extr acci ón se llevó a cab o tomando com o base la ver si ón  simpli ficada 
del mét o d o QuE ChER S  descri t a en el  capí t ul o ant eri or [44]. De for ma 
resumi da, se pesar on 2.5 g de suelo dopad o en un tubo de cent rí fug a de 15 
mL con tapón roscad o, el cual mant uvo  el tub o cer r ad o dur ant e la mayor 
part e del procedim i ent o de pret rat ami ent o de la mue str a, c on lo que se 
evit aron , en la medi da de lo posib l e, las pérd id as de com puest os voláti l es . 
A cont i nuaci ón  se aña d ier on 1.5 mL de agua ult r ap ur a  y la mezcl a se agi t ó 
dur ant e 1 min con un Vor t ex. En la sigui ent e etapa se añad i er on 2.5 mL de 
acet at o de e til o  y la mezcl a se agit ó de nuev o durant e 1.5 min. Final m ent e, 
se añadi er on 1.25 g de sales (1 g MgSO 4  + 0.25 g NaCl ), agi t and o la mezcl a 
dur ant e 1 min. Los tub os fuer on cent ri f ug ad os a 4100 rpm dur ant e 5 min  y 
una por ción del disol vente orgáni co fue som eti da al análi si s crom at ogr áfi co.  
 
3.3.2. Inyector de temperatura programada  
Se inyect ó  una por ci ón de  3 µL de muest r a en el sist ema crom at ogr áfi co, 
con ayud a de un inyector de muest r as líquid as aut om at i zad o (Agil ent 
7683). Tod os los exper iment os se reali za r on c on un inyector PTV Agil ent 
6890, en el mod o de inyecci ón solvent-vent. El PTV est aba equi p ad o con un 
liner de 71 mm x 2 mm, empaquet ad o con Tenax - T A ® , un polím er o 
hidr ofóbi co diseñad o para ret ener compuest os orgáni cos . El enfri am i ent o se 
conseg uí a med i ant e la uti li zaci ón de CO 2 .  
La temperat ur a inici al del inyect or fue  30 ° C. El flujo de vent eo se ajust ó 
a 20 mL/m i n, y la presi ón de vent eo a 5.00 psi . Tras 0.5 min, la válv ul a de 
split se cerr ó  y el liner  se calent ó r ápid am ent e a 12 ° C/s hast a 300 ° C. Lo s 
anali t os fuer on  transferi dos del liner  a la columna cromat og r áfi ca (1.5 min). 
A cont inuaci ón, la válv ula de split volvi ó  a abr ir se, y el liner se mantuv o a 
300 ° C dur ant e 5 .00 min.  
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3.3.3. Análisis  inst rumental GC- µECD  
E l anál i si s inst rument al  se llev ó a cab o con un crom atóg rafo Agi lent 
7890A, equi p ad o con un micr o - d et ect or de capt ur a electr ónica ( Ni 63 , µECD ) . 
P ar a crom atog rafí a de gases rápi d a s e uti li zó una col um na capil ar DB - VR X 
(20 m x 0.18 mm x 1 µm) de Agi l ent Technol ogi es (J&W Scienti fi c Colum ns, 
US A). El gas por tad or era Hel io N50 (99.999% de pur eza; Air Liquid ).  
La temperat ur a ini ci al de la col um na crom at og r áfica era de 45 ° C  
dur ant e 2 min, ést a se incr em ent ó a una vel oci d ad de 20 °C /s hasta 105 °C , 
incr em ent ándose de nuev o a 60 °C /m i n hast a 175 °C  y, final ment e, 
incr em ent ándose a 45 °C/s hast a 240 °C, val or en el que se mant uv o  dur ant e 
3.05 min. Los par ám et r os del µ ECD fuer on los sigui ent es: temperat ur a del 
det ect or, 300 ° C y fluj o de gas auxil iar (N 2 ), 20 mL/m i n. El tiemp o tot al del 
análi si s crom a tog ráfi co era 10.61 min.  La recogi da de los dat os 
crom atog ráfi cos se reali zó con el soft war e GC Chem st at ion, G2075B A Ver . 
B.03.01, de Agi l ent Technol ogi es .  
X QuECh E RS  simpl i fi ca da .  H idr oca r bur os  cl or a d os  y clor o b e n ce n os  en suel os   
 _________________________________________________________________________  
3 3 9  
4. RESULTADO S Y DISCUSIÓN  
 
4.1 Extracción  
S e est udi ó cóm o infl uí an sob r e la extr acci ón de los once anali t os 
est udi ad os el tipo de disol v ent e, la adi ción de sal es y la adi ci ón de agua . El 
tipo  de inyección util i zad o en el PTV fue la inyección  solvent-vent. Se 
util izar on muest ras de suel o dopad as con los compuest os, cad a uno de ellos 
a una concent r aci ón d et erm i nad a, en función de la sensi bi li dad del det ect or . 
Est as concentr aci ones fuer on: 50 mg/kg par a el  1,2- d i cl oroet an o ; 10 mg/kg 
par a el 1,3- di c l or op r op i l en o , 1,1,2- t ri clor oet an o , 1,4 - d i cl orob en c en o  y el  1,2-
d i cl orob en c en o ; 5 mg/kg par a el tetr acl orur o de  carb ono  y el  1,2,4-
t r icl or ob en c en o ; 1 mg/kg par a el  1,1,2,2- t etr acl or oet an o ; 0.5 mg/kg par a el  
tet raclor oet i l eno  y  0.2 mg/kg par a el hexacl or oetano y el hexacl or ob enceno.  
Com o disol v ent es de ext r acci ón se est ud iar on : acet oni tr il o (MeCN),  
acet at o de etil o (Et OAc) y  acet ato de propil o (Pr OAc). Par a est e est udi o se 
util izar on dos tipos de suel os, un suelo de jar dí n y un suel o arcil l oso 
com er cial no cont am i nado.  
Los anali tos eran est abl es y sol ub l es en tod os los disol v ent es est ud iad os. 
En el caso del PrOAc, s e observ ó una distor sión de los picos en la zona 
ini ci al de los crom at ogram as, incl uso cuando se inyect ab an vol úm enes 
pequeños (0.2 µL). Se observ ó el mism o efecto para el MeCN , para 
volúm enes de inyecci ón de 1 µL, mientr as que par a el EtOAc no se observ ó 
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Figura 2:  Cromatogramas obtenidos al inyectar diferentes volúmenes de extractos de 
suelo en acetato de propilo (0.2 µL), acetonit rilo (1 µL) y acetato de etilo  (1 µL). 1  1,2-
dicloroetano, 2 tetracloruro de carbono, 3  1,3-dicloropropileno, 4  1,1,2-tricloroetano, 5  
tetracloroetileno, 6  1,1,2,2-tetracloroetano, 7  1,4-diclorobenceno, 8  1,2-diclorobenceno, 9  
hexacloroetano, 10 1,2,4-triclorobenceno, 11 hexaclorobenceno 
Este com port am i ent o pu ed e atr ib ui r se al hecho de que el acetat o de 
propil o y el acetonit ri l o, con puntos de ebull ición de 102 °C y 81 °C, 
respect iv am ent e, en compar aci ón con el acet at o de eti l o, con un punt o de 
ebulli ci ón de 77 °C, no se elim inan adecuad am ent e e int er fi er en en la 
separ aci ón crom atog ráfi ca. Una mod i fi caci ón de las cond ici ones del PTV 
par a una mayor  eli mi nación del disolv ent e no era posi bl e sin la elim i nación 
sim ul tánea de los anal it os más voláti l es.  
Se comparó la capacid ad de ext racci ón del acet oni tr il o y del ace t at o de 
etil o, uti li zand o un vol um en de inyección de 0.2 µL. No se obser var on 
diferencias signi fi cati vas ent r e los dos disolv ent es, excep to par a los dos 
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comp uest os ini cial es en el suel o de jard í n, par a los cual es el EtOAc era la 
mejor elección. A la vista de los result ad os obt eni d os, amb os disol v ent es 
eran adecuad os par a la ext r acci ón, per o se sel ecci onó el acet at o de eti l o, ya 
que era más volát il que el MeCN y present ab a mejor es car act erí sti cas 
crom atog ráfi cas.  
Una vez sel ecci onad o el disolv ent e de ext racc i ón, se llev ó a cab o un 
est udi o de la influencia de la adi ción de sal es dur ant e el proceso de 
ext r acci ón, en el int er v al o  de 0.0 a 2.0 g par a el MgSO 4 , y entr e 0.0 y 0.50 g 
par a el NaCl . Cuand o no se añad í a ninguna sal al medi o, la separ ación de 
fases no t ení a lugar de for m a adecuad a, com o consecuencia de la 
sol ubil id ad del EtOAc en el agua. Se obser vó que la adi ci ón de diferent es  
cant id ad es  de sal es no prod ucí a una var iaci ón muy acusad a en las señal es 
obt enid as. Sin embar go, los mejor es resul tad os se obtuv i er on mant eni end o 
las propor ci ones del proced im ient o QuE ChER S origi nal (1 g MgSO 4  + 0.25 g 
NaCl por 2.5 g de muest r a). 
Tamb ién se est udi ó la infl uenci a de la adi ci ón de agua, con el obj et o  de 
hacer los por os más accesi bl es par a el disolv ent e de ext r acci ón, así com o 
par a hom og enei zar el cont enid o de agua de las diferent es muestr as de 
suel os. Se observ ó que, si la ext racción se llev ab a a cab o sin la adici ón de 
agua, qued aban part í cul as sól i d as en la fase orgáni ca, incl uso después de 
cent ri fug ar las muestr as . Se añadi er on dos vol úm enes de agua a 2.5 g de 
suel o, 1.5 mL y 2.5 mL. Se obt uv ier on result ados anál ogos, por lo que se 
sel eccionó trab aj ar con 1.5 mL.  
En la figur a 3 se com par an los crom at ogr am as obt enid os cuand o se 
inyect ó  una disol ución en acet ato de eti l o con los com puest os en est udi o, y 
cuand o se inyect ó  un ext r act o de un suel o de jar dí n. Com o pued e 
observ ar se, los cromat og ram as son bast ant e simi lares, con la presenci a en el 
crom atog rama del suel o de jar dí n  de otros com puest os que est án present es 
de for ma nat ur al en la matr iz , per o que no int erfi er en en el anál i si s. Los 
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pi cos eran  igual m ent e fáci l es de integ rar . Dad o que los ext ract os obt enid os 
eran limpios, no se consid er ó la necesi d ad de llevar a cab o ningún proceso 
de lim pi eza de extr act o prev i o al an ál i si s crom at ográfi co.  
Hz/105
Tiempo (min)
Disolución en acetato de etilo
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Suelo de jardín dopado

















Figura 3 :  Comparación de los cromatogramas obtenidos al inyectar una disolución en 
acetato de etilo de los compuestos, y al inyectar un extracto de suelo de jardín  en acetato 
de etilo. 1 1,2-dicloroetano, 2 tetracloruro de carbono, 3  1,3-dicloropropileno, 4  1,1,2-
tricloroetano, 5  tetracloroetileno, 6  1,1,2,2-tetracloroetano, 7  1,4-diclorobenceno, 8  1,2-
diclorobenceno, 9  hexacloroetano, 10 1,2,4-triclorobenceno, 11 hexaclorobenceno 
 
4.2. PTV - GC- µECD  
 
4.2.1. Optimización del inyector de temperatura programada 
Una vez fij adas las cond ici ones de ext r acci ón, se opt imi zó el mod o de 
inyecci ón. Para est e est udi o , se uti li zar on disol uci ones en acet ato de eti lo de 
los com puest os, a los sigui ent es niv el es de concent r aci ón: 2.5 mg/L par a el  
1,2- di cl or oet an o ; 0.25 mg/L para el tetr acl orur o de car b ono , 1,1,2-
t r icl or oet an o , 1,4- d i cl orob en c en o , 1,2- di clor ob en c en o  y el  1,2,4-
t r icl or ob en c en o ; 125 µg/L par a el  1,3- d i cl orop rop i len o ; 50 µg/L par a el  
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hexacl or ob enc en o ; 25 µg/L para el  1,1,2,2- t et raclor oet an o  y  12.5 µg/L par a  el 
tet raclor oet i l eno  y el  hexacl oroet an o .  
Entr e los mod os de inyecci ón permi ti d os por el PTV , se sel ecci onó el 
mod o solvent-vent. Par a gar ant izar la ret enci ón de los anal it os en el liner  
durant e el proceso de elim i nación del disolv ente, se util i zó un liner  rell eno 
de  Tenax - T A. Ést e es un polí mer o por oso hid rofóbi co desig nado 
especí fi cam ent e par a la ret enci ón de com puest os orgánicos. Su uso es 
especi alm ent e import ante par a los anal it os más vol át il es del conj unto 
est udi ad o.  
Las vari ab l es op t imi zad as en el modo de inyecci ón solvent-vent fuer on: 
volum en de inyecci ón, tem per atur a de vent eo, flujo de vent eo, tiem po de 
vent eo y tiem po de inyecci ón.  
Respect o al vol um en de inyección, se est ud i ar on los val or es de 0.2, 1, 2 y 
5 µL. A medid a que aum en tab a el volum en, tamb i én lo hací a  la señal . El 
aum ent o entr e 0.2 µL y 3 µL era propor ci onal . Sin emb a r g o, par a 5 µL, el 
aum ent o no era  tan acusad o, except o par a los compuest os menos vol át il es. 
Se sel ecci onó un vol um en de trabaj o de 3 µL.  
Par a el caso de la tem perat ura ini ci al del liner , o tem per atur a de vent eo, 
se est ud i ar on los val or es de 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 °C. Para el fluj o y el 
tiem p o de vent eo, se estud i ar on los val or es de 10, 20, 30, 40 y 50 mL/m i n, y 
0.25, 0.50, 0.75 y 1 min, respecti v am ent e. A medi da que los valor es de est as 
vari ab l es aum ent ab an, la señal de los com puest os más vol át il es (del 1,2 -
d i cl oroet ano al tet r acl or oeti l eno, de 77 °C a 121 °C) dismi nuí a, 
mant eni énd ose constant e para el rest o de com puest os. Sin emb arg o, para 
valor es baj o s, los tiem pos de ret enci ón de est os compuestos vol át il es 
vari ab an, deb id o ,  p robablem ente , a que no se prod ucía  la eli mi naci ón del 
disol v ent e. Se sel ecci onaron val or es  de com promiso par a la tem per at ura, 
fluj o y tiem po de vent eo  de 30 °C, 20 mL/mi n y 0.5 m in, respect iv am ent e, 
par a los cuales los tiemp os de ret enci ón perm anecí an const ant es.  
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El tiemp o de inyecci ón se est ud ió ent r e los valor es de 1.0 y 2.0 min. La 
máxim a señal se obt uv o par a 1.5 min, tiem p o sufi ci ent e par a la 
transferencia  tot al  de los anal it o s a la colum na cromat ogr áfica.  
Final ment e, se comprob ó que el mod o de inyección sel ecci onad o era el 
más adecuad o. Par a ello, se compar ar on las señal es obt enid as, inyect and o el 
mism o vol um en  (3 µL) , en el mod o de inyecci ón splitless  cali ent e (250 ° C, 
tiem p o  de splitless, 2 min) y solvent -vent. Par a el caso de los com puest os más 
voláti l es, la señal obt eni da con el mod o solvent- vent era ligerament e inferi or , 
con una dism i nuci ón entre el 20 % para el 1,2 - di clor oet ano y el 8 % para el 
tet raclor oet il eno. Por el c ont r ar io, par a el caso de los com puest os menos 
voláti l es (desd e el 1,1,2,2- t et raclor oet ano hast a el hexacl or ob enceno, de 147 
°C hast a 323 °C) las señal es ópti mas se obt ení an con el modo solvent -vent, 
debi do a que se prod ucí a distor si ón  de los picos en el m od o splitless cal i ent e 
(fi gur a 4). Est e com por tam i ent o se ha cit ado ant erior m ent e [47]. Cuand o se 
inyect an vol úm enes de muest r a grand es, los com puest os con un punto de 
ebulli ci ón elev ado se ext iend en al cond ensar part e del disol v ent e en cab eza 
de col um na , y los picos se ensanchan y se dist or si onan por  lo que se conoce 
com o  “ensanchami ent o de band a en el espacio”.  
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Figura 4 : Comparación de las señales obtenidas con el modo de inyección solvent -vent y 
splitless caliente. En ambos casos, el volumen de inye cción era 3 µL.  7  1,4-dicloro 
benceno, 8  1,2-diclorobenceno, 9  hexacloroetano, 10 1,2,4-triclorobenceno,                     
11 hexaclorobenceno 
Por lo tanto, se observ ó que, aunque el mod o solvent -vent es más hab it ual 
par a anali t os menos voláti l es que el disolv ente, tamb i én pued e ser uti li zad o 
en mét od os en los cual es el punt o de ebul li ción de los com puest os es 
próxim o al del disolv ent e, tras una opt im izaci ón adecuada de los difer ent es 
par ám et r os.  
 
4.3. Estudio del  efecto matriz  
Los suel os son mat ri ces muy  compl ej as y div er sas, en las cuales es difí cil 
alcanzar una ext r acción exhaust iv a de los com puest os. Se estudi ó la 
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exi st enci a de efect o de mat ri z uti li zand o dos tipo s de suel os, un suel o de 
jard í n  y un suelo arcil loso com er ci al no cont aminad o. Las dos mat ri ces 
sel eccionad as son muestr as ext r em as, el suel o de jard í n se car act eri za por su 
alt o cont eni do en mat eri a orgáni ca, mient ras que el suel o com erci al tiene un 
cont eni d o en arci ll a muy elevad o. Est as difer encias det er mi nar su 
capaci dad de sor ci ón.  
Los dos  suel os sel eccionad os se dopar on a cuat r o niv el es de 
concentr aci ón (tab la 2). Cad a niv el se anal i zó por tri pli cado, y se 
compar ar on las pendi ent es obt enid as con cada suelo. 









1,2-Dicloroetano 150-2500 1.98±0.06 2.1±0.1 
Tetracloruro de carbono 150-2500 49±1 58±1 
1,3-Dicloropropileno 60-1000 80±1 88±4 
1,1,2-Tricloroetano 276-4600 64±2 65±3 
Tetracloroetileno 15-250 2242±36 2271±82 
1,1,2,2-Tetracloroetano 37.5-625 405±7 410±14 
1,4-Diclorobenceno 187.5-3125 17.8±0.4 18.8±0.9 
1,2-Diclorobenceno 187.5-3125 33±2 33±2 
Hexacloroetano 15-250 1783±54 1878±69 
1,2,4-Triclorobenceno 75-1250 246±6 249±7 
Hexaclorobenceno 15-250 1004±51 967±10 
 
Para la mayorí a de los com puest os, las pend i ent es de cali br aci ón eran 
simi lar es, con pequeñas difer enci as par a el tet racl orur o de car bono y el 1,3 -
d i cl oropr opi l eno, lo que confi rm a la ausenci a de efect o mat ri z. Est e 
comport am i en t o se ha descr i to prev i am ent e, con la uti li zaci ón de  técni cas 
tal es como P&T - GC o PA M - MS [2,4].  
Como consecuencia de los resul t ad os obt eni d os, la predi cción sob r e 
muestr as reales se llevó a cab o med iant e cali br aci ón ext er na.  
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4.4. Rendimiento de la extracc ión 
Se llev ó a cab o un est ud i o del rendim i ent o de la ext racci ón con el 
métod o opt im izado, a difer ent es niv el es de concent r aci ón de los anali t os, 
util izando las mismas mat ri ces que en el caso ant eri or (suelo de jard ín y 
suel o arci ll oso com er ci al no cont am i n ad o). Se com par ar on las señal es 
obt enid as cuand o se inyect aba una disolución  de los anali tos  en a cet at o de 
etil o , con las obt enid as en los extr act os de suelos. En la figura 4 se muest r an 
los resul t ad os obt eni d os par a cad a com puest o y par a cad a tipo de suel o, 
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Figura 4:  Rendimientos de extracción para cada compuesto en cada uno de los suelos 
estudiados 
L as recup er aci ones obt enid as se encontr aban ent re el 61 % y el 92 %, con 
desvi aci o nes est ándar relat iv as que no exced ían el 10 %. Los rend imi ent os 
eran simi l ar es en amb os tipos de suel os.  
   X QuECh E RS simpl i fi ca d a . Hidr oca r bur os cl or a d os y clor obe n ce n os en suel os 
 ________________________________________________________________________  
3 4 8  
4.5. Validación del método  
Se est udi ar on las car act erí sti cas analí ti cas del métod o uti li zand o 
muestr as de suelo de jard í n. Los result ados obt eni d os se  muest r an en la 
tabl a 3. Se obt uvi eron rectas de calib r ad o  par a cad a compuest o. Como señal 
analí ti ca, se util izó el área de pico. Los mod el os de cali br ación most raban 
comport am i ent o lineal . Se com pr obó la val id ez del mod elo util izan d o 
análi si s de var ianza (ANOV A)  y se observ ó que ninguno de ell os 
presentaba fall o de ajuste. Los val or es del coefi cient e de cor r el aci ón (R 2 ) 
eran superi or es a 0.99.  
Se est udi ó la repet ib il id ad del mét od o optim i zad o, inyect a nd o la mism a 
muestr a diez veces. En tod os los casos se o bt uv ier on val or es infer i or es al 4 
%.  
Tamb ién se estudi ó la repr od ucib il id ad del métod o, inyect and o extr act os 
de 10 por ci ones de suel o diferent es. Los val or es obt enid os son superi or es a 
los de repeti bi lid ad del mét odo (en todo caso, infer ior es al 12 %), ya que, en 
est e caso ,  se incl uy en los err or es  asoci ad os a la manip ul aci ón de muest ra. Se 
observ ó tam bi én que los val ores más alt os cor r esp ond í an a los dos prim e r os 
anali t os, los más vol át il es  y, por lo tant o, los más suscep ti bl es de per d er se 
dur ant e el proces o de ext racci ón.  
Los lími t es de det ecci ón (LD) y los de cuanti fi caci ón (LQ) se cal cular on 
com o 3.3 y 10 veces, respecti v am ent e, la desviaci ón est ánd ar de una 
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 Los LDs  obt en id os se encuent ran ent r e 30  ng/k g par a el hexacl or oet ano, 
y 2.87  µg/kg para el 1,1,2- tr i cl oroet ano. Est os val or es se encuent r an  entr e los 
más baj os publi cad os  y mej oran los obt enid os con técni cas tal es como P&T, 
SHS, o sus difer ent es com bi naci ones, HS - SPME , PAM o extr acci ón con 
dis ol v ent es - P&T [2,4,15,16,18,19,48]. Aunque las técni cas de ext racción de  
gases  present an impor t ant es vent ajas , com o la simpl i ci dad de oper aci ón  sin 
pér did a de anali tos, la elim i nación del consum o de grand es vol úm enes de 
disol v ent es orgáni cos y la faci li dad de aut omat i zación, necesi t an un 
inst rum ent al especí fico, lo que impl i ca una inver sión económ i ca elev ad a, así 
com o, en algunas ocasi ones, tiemp os de extr acci ón relati v am ent e altos. La 
pri ncip al vent aj a de la met odol og í a propu est a en el present e trab aj o radi ca 
en la posibi li d ad de aplic ar se par a tod o tipo de anali t os con un  coste de 
rea cti vos bajo .  Ad emás, pued e ser llev ad a a cab o por operari os no 
especi al izad os , sin la necesi d ad de una instr um ent aci ón especí fi ca, lo que la 
con vi ert e en una alt ernativ a váli da a las ant eri orm ent e descr it as.  
Para la det ermi naci ón de hexacl or ob enceno en muest ras de suel o s 
(punt o de ebull ici ón, 323 °C)  se han propuesto técni cas de extr acci ón con 
disol v ent es. En la mayor ía de los casos, los lím it es de det ección tamb i én s on 
mejor ad os  con la met od olog í a propuesta en el present e trabaj o [9,23,25,28]. 
El proced im i ent o estánd ar de QuE ChE R S se ha apli cado prev iam ent e par a 
la det erm inación de hexacl orob enceno en suelos [41]. Los lími t es de 
det ecci ón obt eni d os con el procedim i ent o est ánd ar y el sim pl i fi cad o 
(pr esent e trabaj o) son simi l ar es, per o, en el segundo caso, la elim i naci ón de 
la etapa de lim pi eza impl ica una menor manip ul ación de la muestr a, lo que 
se trad uce en una red ucción de los err or es asoci ad os a est a etapa, y tamb i én 
una red ucci ón del tiemp o de trabaj o.  
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4.6. Determinación de los analitos estudiados en suelos de contenido 
certificado (CRM)  
T eni end o en cuent a los resul t ad os  obt enid os en el apart ado “Est ud io de 
efect o matr iz”, se det erm i nar on los  anali t os en suel os de cont enid o 
cer ti fi cad o, uti li zand o cali br ación ext er na en tod os los casos. Se util i zar on 
dos mat er ial es de refer enci a cer ti fi cad os, un suel o arcil loso (RTC - CR M635) 
y un suel o arcil l o arenoso (RTC - CR M631). El cont enid o de las muest r as 
hab ía sido cer ti fi cad o  util i zand o el mét odo USE PA SW846- 8260 A (3ª 
edi ci ón) (P&T - GC - MS) [49 ].  
Com o se muestr a en la tab la 4, las concent r aci ones encont rad as en los 
suel os CRM631 y CRM635, uti li zand o el cali br ado obt eni do con suelo de 
jard í n , concuer d an con  los val or es cert i fi cad os. Tod as las pred i cci ones se 
encuentr an dentr o de los int erv alos de pred icci ón est abl eci d os.  
Tabla 4:  Resultados de predicción obtenidos en los suelos de contenido certificado, 












1,3-Dicloropropileno 47 ± 6 8.79 – 84.6 34 ± 7 
Tetracloroetileno 18 ± 6 0 – 37.1 15 ± 2 
1,1,2,2-Tetracloroetano 26 ± 3 10.5 - 42 23 ± 1 
1,4-Diclorobenceno 80 ± 8 30.6- 130 92 ± 4 
1,2-Diclorobenceno 114 ± 11 45.6 ± 181 145 ± 12 
CRM  
635-030 
Tetracloruro de carbono 84 ± 8 34.5 - 133 67 ± 12 
1,2-Dicloroetano 110 ± 8 62.9 - 157 114 ± 3 
Tetracloroetileno 112 ± 11 45.2 - 178 67 ± 2 
1,1,2,2-Tetracloroetano 37 ± 3 18.7 – 55.6 34 ± 1 
1,4-Diclorobenceno 64 ± 5 32.5 - 96 59 ± 3 
1,2-Diclorobenceno 90 ± 6 54.8 - 125 89 ± 10 
 
En el caso de aquel l os com puest os no presentes en los suel os de 
cont eni d o cert i fi cad o, la capacid ad predi cti va del mod el o se eval uó 
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dopand o amb os  suel os CRM con los anali t os en cuest i ón a var ios niv eles de 
concentr aci ón, obt eni éndose la pred i cci ón medi ant e cal ib ración ext er na. Los 
result ados se muestr an en la tabl a 5.  
Los val or es de predi cci ón coi ncid en con las concent r aci ones uti li zad as 
par a dopar  los suelos, con pequeñas difer enci as para el hexaclor oet ano en el 
suel o CRM 635, par a el cual se obti enen val or es liger ament e inferi ores.  
Tabla 4:  Resultados de predicción obtenidos en los suelos de contenido certificado  









43.75 45 ± 10 
131.25 134 ± 10 
Hexacloroetano 
33 31 ± 5 
98 103 ± 5 
1,2,4-Triclorobenceno 
66 64 ± 3 
131 130 ± 3 
Hexaclorobenceno 
10.9 11.4 ± 0.7 




87.5 84 ± 10 
175 173 ± 10 
Hexacloroetano 
33 24 ± 5 
66 44 ± 7 
1,2,4-Triclorobenceno 
33 34 ± 3 
98 99 ± 3 
Hexaclorobenceno 
10.9 10.1 ± 0.8 
21.8 21.1 ± 0.7 
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5. CONCLUSIONES  
En el present e trab ajo se propone una ver sión simpli fi cad a del 
proced imi ento QuE ChERS par a la det er mi naci ón de siete hid r ocarb uros 
hal og enados y cuatr o cloro b encenos  en matr i ces de suel os contami nad os. El 
métod o propuest o es rápid o, sencil lo, bar at o, efectiv o, r ob usto y segur o, y, 
por lo tant o, cumpl e las car act erí sti cas del proced imi ent o  QuE ChER S 
origi nal .  
Se est ud iar on tres  disolv ent es de ext r acci ón. Se sel ecci onó el acet at o de 
etil o, tras com par arl o con el acet oni tr il o, com o consecuenci a de su mej or 
comport am i ent o crom atog r áfico.  
Se obtuvi er on ext ract os lim pi os de suel os sin la necesi d ad de una etapa 
de lim pi eza previ a al análi si s crom at ogr áfi co, lo que supone una red ucci ón 
de la manip ulaci ón de muest r a y de los err or es asoci ad os a est a etapa. Tras 
compar ar las  pend i ent es obt enid as al prepar ar cal ib rad os en dos suel os 
diferent es, se obser v ó que no exi stí a  efect o de matr iz.  
El métod o propuest o presenta una buena repr od uci bi li dad y es 
alt am ent e sensib l e, con lí m it es de det ecci ón ent r e 30 ng/kg y 2. 85 µg/k g . Se 
ver i fi có la exacti tud del mét od o anal izando dos suel os de cont enid o 
cer ti fi cad o y los resul tad os obt enid os fueron sati sfact ori os.  
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Abstract  14 
 15 
A sensi t iv e met hod ba sed on a modi fi ed ver si on of the Qui ck Easy Cheap 16 
E ffecti v e Rugged and Safe (QuE ChE R S) sampl e prepar at i on met hod and 17 
g as chromat og r ap hy wit h a micro - el ect r on capt ur e det ect or (µ - E CD) for the 18 
anal y si s of chl or i nat ed hyd r ocarb ons and chl orob enzenes in soil s has been 19 
d ev el oped .  A progr ammed temperat ur e vapori zer (PTV ) was used in the 20 
sol v ent - v ent inj ect ion mod e. The effect s of the vari ab l es affecti ng the 21 
ext r act i on proced ur e (extr acti on solv ent , salt addi ti on and wat er addi ti on) 22 
and the instr um ental PTV condi t i ons (inject i on vol um e, venti ng 23 
t emp er at ur e, vent ing flow, venti ng tim e and inj ect i on tim e) wer e stud i ed. 24 
Mat ri x effect was check ed usi ng two types of soi l: a gard en soil and a non-25 
p oll ut ed clay soil . Since the met hod was free of mat r i x effect , quanti fi cat i on 26 
could read il y be carr i ed out by ext er nal cal ib rat i on.  Recov eri es of the 27 
anal yt es ( hi gher than 70 % for most of the compound s) , lineari ty , 28 
r ep eat ab il it y and repr oduci bi li ty , and the limi t s of det ect ion ( bet ween 0.026 29 
µ g /k g and 2.61 µg/kg ) and lim it s of quant i fi cat i on wer e studi ed in ord er to 30 
v ali dat e the opt imi zed proced ur e in spi ked soi l s. Accur acy was ver i fi ed by 31 
anal yzi ng two cert i fi ed refer ence mat eri al s, a sil t y clay soi l (RTC - CR M631) 32 
and a clay soil  (RTC - CR M635).  33 
 34 
K ey wor d s: chl or i nat ed hyd rocarb ons , chlor ob enzenes, QuE ChER S, gas 35 
chr om atog rap hy, µ - E CD.  36 
37 
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Introduction 38 
 39 
Cur r ent ly , soi l s are sub ject to int ensiv e cont am inat ion wit h chem i cal 40 
comp ound s. Soil is a compl ex matr i x whose com posi ti on is highly 41 
het er og eneous. Fol l owi ng their arr iv al in the soi l,  cont am inant s ent er int o 42 
v ari ous physi cochemi cal int er act i ons wit h the miner al and organi c 43 
comp onent s of the mat rix. The final resul t depend s on the rat e rat i os and 44 
t he therm od y nami c par am et er s of the ret enti on, infi l tr at i on, evaporati on, 45 
d i ssol uti on, and biod egr ad at ion of the contam i nant s, which final l y 46 
d et er mi ne thei r part it i oning and accumul at ion in separ at e com ponent s of 47 
t he ecosy st em [1].  48 
V ol ati l e hal og enat ed organi c compound s (V HOCs) and chlor ob enzenes 49 
hav e receiv ed speci al att ent i on as soi l poll utant s [2 - 5]. VHOCs hav e mai nl y 50 
b een used as solv ent s, cleani ng and degr easi ng agent s, pol ym eri zat ion 51 
m od i fier s, and heat - exchang e fluid s [6]. Thi s group of com pound s includ es 52 
sev er al suspect ed car ci nog ens; for exam p le, tet rachlor oethy l ene (class 2A by 53 
t he IARC ) [7,8]. Chl or ob enzenes are also intr od uced int o the envi ronm ent in 54 
consi der ab l e amount s thr oug h thei r use as sol v ent s, diel ectr i c flui d s, 55 
d eodor ant s, and as int erm edi at es in the manufact ur e of other chem ical 56 
p r od uct s such as pesti ci des, phenol s and dyest u ffs [3,9]. They are prev al ent 57 
i n bot h soli d and liquid ind ustr i al effl uent s and in atm osp heri c dischar g es. 58 
Chl or ob enzene, 1,2 - di chlor ob enzene, 1,3 - di chlor ob enzene, 1,4 -59 
d i chl or ob enzene, 1,2,4- tr ichl orob enzene and hexachl or ob enzene, hav e been 60 
l i sted as pri or it y pol l utant s in wat er mat ri ces by the Uni ted Stat es 61 
E nvi r onm ent al Protecti on Agency [10] and som e of them, such as 62 
hexachl or obenzene, are known to be car ci nog eni c for hum ans [11].  63 
T hese group s of chem icals hav e been incl uded in the EPA Soil Scr eeni ng 64 
Gu id ance to hel p stand ard i ze and accel er at e the eval uat i on and cleanup of 65 
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cont am inat ed soil s at sites on the Nat i onal Priori ties List (NPL ) for fut ur e 66 
r esid enti al land use [12].  67 
Soi l sam pl es usual l y requi r e speci al pret r eatm ent prior to the final 68 
anal y si s. S uch pret r eatm ent inv olv es the isol ati on of the com pound s from 69 
t he prim ary matr i x and their transfer to a second ary mat ri x, wit h the 70 
si m ul taneous rem oval of int er feri ng sub st ances.  71 
Sev er al met hod s have been proposed for the ext r act ion of these 72 
comp ound s in  soi l sam pl es. For vol at il e analy t es, purge and trap (P&T) 73 
[4,5,13,14], pur ge - and - m em br ane mass spect r om etr y (PAM) [2,15], stati c 74 
head space (SHS) [16,17] or head space - solid phase micr oext r acti on (HS-75 
SPME ) [3,18,19] are usuall y used . In the case of sem iv ol ati l e or non vol at il e 76 
comp ound s (such as hexachl or obenzene) Soxhl et ext r act i on [20,21], liqui d -77 
p hase micr oextr act ion (LPME ) [9], sub cri ti cal wat er ext racti on [22- 24], 78 
ul tr asoni c extr act i on [25- 27] and micr owav e - assi st ed ext racti on [28,29] hav e 79 
al so been pro posed .  80 
I n 2003, Anast assi ad es et al. [30] int r od uced the qui ck , easy, cheap , 81 
effect iv e, rugged and safe (QuE ChE R S) met hod for the anal y si s of pest i ci de 82 
r esid ues in frui t s and veget ab l es. The proced ur e inv olv es an ini ti al singl e -83 
p hase ext r acti on of the sam pl e wit h acet onit r il e, fol lowed by liquid - li quid 84 
p art it i oni ng , per form ed by the addi ti on of anhyd rous MgSO 4  plus NaCl . 85 
R emov al of the resi d ual wat er and cleanup are per form ed sim ul t aneously 86 
b y usi ng a rapi d proced ur e cal l ed disper si v e soli d - p hase extr act i o n 87 
(d i sp er siv e - SPE ). Alt hough the QuE ChE R S met hod has mai nly been used 88 
for the det ermi nati on of a broad range of pest i ci des in food mat ri ces [31 - 33], 89 
some other determinations such as for pharmaceuticals [34], β - lact am 90 
ant ib ioti cs [35], vet er inar y drugs [36,37] or pol ycycli c aromati c 91 
hy d rocarb ons [38] in biolog i cal sam pl es hav e also been report ed . Regar di ng 92 
soi l sampl es, QuE ChER S has also recent ly been used for the analy si s of 93 
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pest icid es, insecti ci d es and fungi ci d es [26,39 - 42]  and phenol s and cresol s 94 
[43] in differ ent types of soi l s.  95 
I n a prev ious wor k dev elop ed at our lab or ator y [44], a modi fi ed ver si on 96 
of the QuE ChE R S met hod olog y was eval uat ed in soi l matr i ces, usi ng thr ee 97 
hal og enat ed com pound s - chl or oform , 1,2- d i chl or ob enzene, and 98 
hexachl or obenzene-  as tar get anal yt es. The final clean- up step (di sp er siv e 99 
SPE ) was seen to be unnecessar y due to the non - fat t y char act eri sti cs of the 100 
soi l matr ices and the high degr ee of sel ectiv it y and sensi ti vi ty of the GC –101 
µ E CD syst em . Det erm i nat i on of tri hal om et hanes in soil m at ri ces by thi s 102 
si mp li fi ed QuE ChER S extr acti on proced ur e was also proposed [45].  103 
T he mai n obj ectiv e of the present work was to opti mi ze and val id ate a 104 
si mp li fi ed QuE ChE R S met hodol og y for the ext raction and det erm i nat ion of 105 
v olati l e and semi vol at il e poll ut a nt s in soil s. Seven com mon chl ori nat ed 106 
comp ound s and four chlor obenzenes wer e sel ect ed . Measur em ent s wer e 107 
col lect ed usi ng a progr am med tem per atur e vapor i zer (PTV ) coupl ed to a 108 
g as chromat og r ap h (GC) and a micr o - el ect r on captur e det ect or (µ - E CD).  109 
 110 
 111 
Experime ntal 112 
 113 
Chem ical s and stand ard sol uti ons  114 
 115 
Anal yt i cal stand ar d s of 1,2- di chlor oet hane, car bon tet r achl or id e, 1,3 -116 
d i chl or opr opy l ene, 1,1,2- t ri chlor oet hane, tet r achl or oet hyl ene, 1,1,2,2 -117 
t et rachlor oet hane, 1,4- di chlor ob enzene, 1,2 - di chl orob enzene, 118 
hexachl or oetha ne, 1,2,4- tr i chl orob enzene and hexachl or ob enzene wer e 119 
sup p li ed by Sigm a - Ald ri ch (St ei nheim , Germ any ). The physi cal propert i es 120 
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of the compound s und er stud y are shown in tabl e 1. Acet oni tr il e was from 121 
Mer ck (Darm stadt , Germ any ) and ethyl and propyl acet at e w ere from 122 
Si gm a - Ald ri ch. Anhyd rous magnesi um sulphat e and sodi um chlori d e wer e 123 
fr om Schar l au (Bar cel ona, Spai n). Ultr ap ur e quali ty wat er obtai ned wit h an 124 
E l gast at UHQ wat er pur i fi cati on syst em was used .  125 
St ock sol uti ons (500 mg/L in ethyl acet at e) of each co mpound wer e 126 
p r epar ed and stor ed at 4ºC in a refr ig er at or . Working soluti ons cont ai ni ng 127 
t he elev en compound s wer e prepar ed by dil ut ion wit h ethyl acetat e at the 128 
ap p ropr i at e concentr at i ons pri or to opt im izati on of the inst r um ent al 129 
condi ti ons and the spiki ng of the soil sam pl es.  130 
 131 
Soi l sampl es  132 
 133 
Soi l mat ri ces wer e used to det er mi ne the analy ti cal char act eri sti cs of the 134 
m et hod and to stud y the feasi bi li ty of usi ng differ ent ext r act ion solv ent s 135 
and the effect s of the add it i on of wat er and NaCl on ext r act ion effi c i ency. 136 
T wo types of soil s that wer e ver y differ ent regard i ng thei r sor pt ion capaci ty 137 
wer e chosen: a soi l with high organi c content , from a publ i c gar d en 138 
(Sal am anca, Spain), and a comm erci al non - p ol luted clay loam pur chased 139 
fr om LGC Prom ochem (RTC - CL N SOI L - 2, LG Prom ochem , Bar celona, 140 
Sp ai n).  141 
I n ord er to obt ai n anal yt e - fr ee blank matr i ces of the gar d en soi l , the 142 
sam pl es wer e air - dr i ed on a heat i ng plate at 90 ºC for 48 hour s, wit h 143 
fr equent tur ni ng. Thi s proced ur e rem ov es any organi c traces or humi di ty 144 
fr om th e soil . The absence of the anal yt es was confi rm ed by sub j ecti ng a 145 
p ort i on of soi l to the ext ract ion procedur e and inj ect i ng the extr act int o the 146 
GC.  147 
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To spi ke the sam pl es, a 20 - g port ion of soi l was placed in an amb er ed 100 148 
m L flask , and 2 mL of a sol ut ion  of the compound s to be det erm ined in 149 
et hy l acet at e (at a sui t able concent rati on) was added . The flask was closed 150 
her m et icall y and shaken vigor ously for 15 min to achi eve per fect 151 
hom og enizati on of the com pound s in the mat ri x. The sampl es wer e stor ed 152 
i n a r efr ig erat or (4 ºC).  153 
T o val id at e the optim i zed met hod , two cert i fied refer ence mat er i al s 154 
(CR Ms) wer e anal y zed . The CRM soi l s used were a sil ty clay soil (RTC -155 
CR M631) and a clay soil (RTC - CR M635). Bot h were pur chased from LGC 156 
Pr om ochem (Bar cel ona, Spai n).  157 
 158 
S am pl e treatm ent  159 
 160 
E xt racti on and par ti ti oning wer e car ri ed out accor di ng to a modi fi ed 161 
v er si on of the QuE ChERS met hod , as descri b ed in a prev ious wor k [44]. 162 
B ri efl y , 2.5 g of spi ked soi l was wei ghed in a 15- m L glass cent ri fug e tube 163 
wi t h a scr ew cap, whi ch kept the tub e closed dur i ng most of the sam pl e 164 
p r epar at i on step, thus red ucing losses of vol at il e com pound s. 1.5 mL of 165 
d ei oni zed wat er was added to the soi l sampl e and the mixt ur e was shaken 166 
for 1 min wit h a Vort ex dev i ce. Then, 2.5 mL of ethyl acet at e was  add ed and 167 
t he mixt ur e was shaken agai n for 1.5 min. Fol lowi ng thi s, 1.25 g of salt was 168 
ad d ed (1 g MgSO 4 + 0.25 g NaCl ), shaki ng the mixtur e for 1 min. The tub es 169 
wer e cent r i fug ed at 4100 rpm for 5 min and a port i on of the organi c solv ent 170 
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PTV - GC - µ E CD measur em ent s  175 
 176 
Programmed temperature vaporization 177 
 178 
T hr ee micro - li t res of sam pl e was intr oduced thr oug h an aut om ati c liquid 179 
sam pl e inj ect i on syst em (Agi l ent 7683). All exper im ent s wer e car ri ed out 180 
wi t h an Agil ent 6890  PTV inl et . The sol v ent - v ent mod e was used . The PTV 181 
was equi pp ed wit h a 71 mm x 2 mm liner packed wit h Tenax - T A, a 182 
hy d rop hob ic polym er desi g ned to trap organi cs. Cool i ng was accom pl i shed 183 
wi t h CO 2 .  184 
T he inj ect or star ti ng temper at ur e was 30 ºC. The vent flow was adj ust ed 185 
t o 20 mL/mi n and the vent pressur e to 5.00 psi. Aft er 0.5 min, the spli t valv e 186 
was closed and the liner was flash - heat ed at 12 ºC/s to 300 ºC. The anal y tes 187 
wer e transferr ed from the liner to the capil lar y colum n (1.5 min). The spli t 188 
v alv e was then opened and the liner tem per atur e was held at 300 ºC for 5.00 189 
m i n.  190 
 191 
Gas chromatography-µECD analysis  192 
 193 
Gas chr om atog rap hi c anal y si s was per form ed wit h an Agi l ent 7890A 194 
chr om atog rap h equip p ed wit h a 63 Ni µ - el ectr on capt ur e det ect or . A DB-195 
V RX capi ll ar y c olumn (20 m x 0.18 mm x 1 µm, worki ng range - 10 to 260 ºC) 196 
for fast gas chr om at ogr ap hy from Agi l ent J&W was used . The carr i er gas 197 
was hel ium N50 (99.995 % pur e; Air Liquid e). The col um n oven 198 
t emp er at ur e program invol v ed an ini ti al tem per atur e of 45 ºC for 2 min; an 199 
i ncr ease at 20 ºC/mi n to 105 ºC, fol l owed by an incr ease at 60ºC/m i n to 175 200 
ºC, and final l y an incr ease at 45 ºC/mi n to 240 ºC, hol di ng for 3.05 min. The 201 
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par am et er s of the µ - el ectron capt ur e det ector wer e as fol l ows: temper at ur e, 202 
300 ºC and make - up flow gas (N 2 ), 20 mL/m i n. The tot al chr om at og r ap hic 203 
r un tim e was 10.61 min. Dat a coll ecti on was per form ed wit h a GC 204 
Chem st at ion, G2075B A Ver . B.03.01 soft war e from Agi l ent Technol ogi es.  205 
 206 
Results and discussion  207 
 208 
E xt racti on  209 
 210 
E xt racti ng solv ent , sal t add i t ion and wat er addi ti on par am et er s 211 
i nfl uenci ng the ext racti on proced ur e for the elev en anal yt es wer e studi ed. 212 
PT V solv ent - v ent inj ecti on was used . Soi l s spi ked wit h the assay 213 
comp ound s at differ ent concent r at i ons wer e used , depend i ng on the 214 
sensi ti vi t y of the det ector. The concentr at i ons used wer e 50 mg/kg for 1,2 -215 
d i chl or oet hane; 10 mg/kg for 1,3- di chlor op r op yl ene, 1,1,2- tr i chl or oet hane, 216 
1,4- di chlor ob enzene and 1,2 - di chl orob enzene; 5 mg/kg for car b on 217 
t et rachlori d e and 1,2,4- t ri chlor ob enzene; 1 mg/kg for 1,1 ,2,2-218 
t et rachlor oet hane; 0.5 mg/kg for tet r achl or oet hy lene and 0.2 mg/kg for 219 
hexachl or oethane and hexachl or obenzene.  220 
Acet onit ri le, ethyl acet at e and propy l acet at e wer e com par ed in ord er to 221 
st ud y thei r suit abi li ty as ext r act i ng sol v ent s. Two different type s of soi l s 222 
wer e used : a gard en soi l and a comm er ci al non- p ol lut ed clay soi l .  223 
T he anal yt es wer e stab l e and sol ub l e in all the solv ent s assay ed . Propyl 224 
acet at e elicit ed sev er e dist ort i ons of the anal y te peaks in the init ial zone of 225 
t he chr om at ogr am s, even wh en smal l volum es (0.2 µL) were inj ect ed . The 226 
sam e effect was obser v ed wit h acet oni tr il e, for a 1.0 µ L inj ect ion vol um e, 227 
wher eas it was not observ ed upon usi ng the sam e vol um e of ethyl acetate 228 
(F i g . 1). Thi s coul d be attr ib ut ed to the fact that propy l acetat e and 229 
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acet oni tr il e, wit h boi li ng poi nt s of 102ºC and 81ºC, respect iv ely as compar ed 230 
wi t h the 77ºC of ethyl acet at e are not rem ov ed adequat el y and int er fer e in 231 
t he chr om at ogr ap hi c separ ati on. Chang ing the PTV cond it i ons in ord er to 232 
ensur e the elimi nati on o f the sol vent was not possibl e wit hout 233 
si m ul taneousl y losi ng the most vol at il e anal yt es.  234 
E xt racti on wit h acet onit ril e and ethyl acet at e was compar ed , usi ng 0.2 235 
µ L inj ecti on vol um e. No signi fi cant differ ences wer e observ ed bet ween the 236 
si g nal s afford ed by t he two sol v ent s, excep t for the fir st two com pound s in 237 
g ard en soil , for whi ch ethyl acet at e was the best choi ce. In view of the 238 
r esult s obt ai ned , bot h solv ent s coul d be adequat e for anal yt e ext r acti on, but 239 
et hy l acet at e, whi ch is mor e vol ati l e than MeCN an d wit h bet t er 240 
char act eri sti cs with respect to solv ent effect s in GC, was chosen as the 241 
ext r act i ng solv ent .  242 
Once the sol v ent had been sel ect ed, we per form ed a stud y of the effect of 243 
t he add it ion of sal t s to a spi ked gar d en soi l , in the range of 0.0 to 2.0 g for 244 
Mg SO 4  and of 0.0 to 0.50 g for NaCl. When no sal t s wer e add ed , phase 245 
sep ar at ion did not proceed properl y owi ng to the sol ub il it y of ethyl acet at e 246 
i n water . Apart from thi s, it was obser v ed that the var i at ion of the anal yt ical 247 
si g nal s was not ver y mar ked when the amount of sal t s wer e chang ed . 248 
Howev er , the best result s wer e obtai ned mai ntai ni ng the proport i ons of the 249 
or ig i nal QuE ChE RS met hod (1 g of MgSO 4  and 0.25 g of NaCl for 2.5 g of 250 
sam pl e).  251 
T he addi ti on of wat er in ord er to rend er the por es in the sam pl e mor e 252 
accessib l e to the ext racti on solv ent and to hom ogeni ze the wat er cont ent in 253 
t he differ ent soil sam pl es was also stud i ed . It was observ ed that when soil 254 
ext r act i on was per for m ed wit hout addi ng any wat er , the soil part i cl es 255 
r emai ned suspend ed in the organi c phase, even aft er cent ri fug at i on. 256 
V ol um es of 1.5 and 2.5m L of ult rap ur e wat er wer e add ed to 2.5 g ali quot s of 257 
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the spi ked gard en soil sam pl e. Sim il ar result s were obt ai ned  such that it 258 
was deci d ed to work wit h 1.5 mL.  259 
F i g . 2 com par es the chrom at ogr am s obtai ned when a sol ut i on of the 260 
anal yt es in ethyl acetat e was inj ect ed wit h the chr om atog ram obt ai ned 261 
when ext r act i on from the gar d en soi l was per formed . As may be seen, the 262 
chr om atog ram s are fair ly sim il ar , wit h the presence of other com pound s 263 
t hat  are nat ur al l y present in the soi l but that do not int er fer e wit h the 264 
anal yt es und er stud y . The anal yt e peaks wer e equall y easy to int eg r at e. 265 
Gi v en that clean extr act s wer e obtai ned no furt her ext r act puri fi cat ion was 266 
r equir ed pri or to chr om atog r ap hi c anal y si s.  267 
 268 
PT V - GC - µ E CD  269 
 270 
Optimization of the programmed temperature vaporizer 271 
 272 
Once the ext r act ion cond it i ons had been fixed, the chr om at og rap hi c 273 
i nj ect ion mod e was opt im ized . In thi s case sol ut ions of the compound s in 274 
et hy l acet ate wer e empl oy ed , at the foll ow i ng concent r at ions: 2.5 mg/L for 275 
1,2- di chlor oet hane; 0.25 mg/L for carb on tet r achl or id e, 1,1,2- t ri chlor oet hane, 276 
1,4- di chlor ob enzene, 1,2 - d i chl or ob enzene and 1,2,4- t ri chlor ob enzene; 125 277 
µ g /L for 1,3- di chl orop ropy l ene; 50 µg/L for hexachlor obenzene; 25 µg/L for 278 
1,1,2,2- t etr achl oroet hane and 12.5 µg/L for tet rachlor oet hyl ene and 279 
hexachl or oethane.  280 
Am ong the inj ect ion mod es perm it t ed by the PTV , the sol v ent - v ent 281 
m od e was sel ect ed . In ord er to guarant ee analy te ret ent i on in the liner 282 
d uri ng sol v ent elim i nat ion, a liner packed wit h Tenax - T A was used . Thi s is 283 
a por ous polym er desi g ned to trap organi cs wit hout ret aini ng wat er. Its use 284 
i s especi al l y impor tant for the most vol ati le anal yt es studi ed her e.  285 
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The vari ab l es opt im ized in the solv ent vent inj ect i on were: inj ect ion 286 
v olum e, vent i ng temper atur e, venti ng flow, venti ng tim e and inj ect ion tim e.  287 
T he inj ecti on vol um e was studi ed for the val ues 0.2, 1, 3 and 5 µL. As the 288 
i nj ect ion vol um e incr eased so did the signal. The incr ease in signal bet ween 289 
0.2 and 3 µL was propo r t ional . Howev er , for 5 µL the signal s did not 290 
i ncr ease very much, excep t for the least vol at il e com pound s. Accord i ng l y, a 291 
wor ki ng volum e of 3 µ L was chosen.  292 
T he init ial temperat ur e of the liner , or venti ng temper at ur e, was studi ed 293 
for val ues of 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 and 50 ºC. In the case of  flow and venti ng 294 
t im e, val ues of 10, 20, 30, 40 and 50 mL/mi n and 0.25, 0.50, 0.75 and 1 min, 295 
wer e studi ed respect iv el y. As these var i ab le val ues incr eased , the signal s of 296 
t he most volati l e compound s (fr om 1,2- di chl or oet hane to 297 
t et rachlor oet hyl ene, from 77 to 121 ºC) decr eased , rem ai ni ng constant for 298 
t he rest of the compounds. Howev er , at low val ues the ret enti on tim es of 299 
t hose volati l e com pounds wer e mod i fi ed , probab l y because not all the 300 
sol v ent int rod uced into the  col um n had been rem ov ed . A com promi se 301 
t emp er at ur e of 30 ºC, 20 mL/mi n, and 0.5 min wer e chosen, since as from 302 
t hese val ues the ret ent ion tim es rem ai ned const ant .  303 
T he inj ecti on tim e was stud i ed for val ues bet ween 1.0 and 2.0 min. The 304 
m axim um signal s were observ ed as from 1.5 min. Thi s tim e was suffi ci ent 305 
for com pl et e inj ecti on of the sampl e.  306 
F i nal ly , in ord er to confi rm that sol vent - vent was the most sui t ab le 307 
i nj ect ion mod e, we compar ed it wit h the signals obtai ned for the same 308 
sam pl e usi ng the hot spli tl ess inj ecti on mod e (250 ºC, wit h a spl it less tim e of 309 
2 min). In bot h cases, the inj ecti on vol um e was 3 µ L . In the case of the mor e 310 
v olati l e compound s the signal s obt ai ned wit h the sol v ent - v ent inj ect ion 311 
m od e wer e sli ght ly lower , wit h a decr ease rangi ng fro m 20% for 1,2-312 
d i chl or oet hane to 8 % for tet rachlor oet hyl ene. By cont r ast , in the case of the 313 
l east vol at il e com pound s (fr om 1,1,2,2 - t et rachlor oet hane to 314 
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hexachl or obenzene, from 147 to 323 ºC) the opt im um signal s wer e obt ai ned 315 
wi t h the sol v ent - vent inject i o n syst em , and a distor ti on of the peaks was 316 
ob serv ed in the hot spl it less inj ecti on mode (Fi g. 3). Thi s kind of behav iour 317 
has been report ed prev iousl y [46] .When lar ge vol um es of sampl e were 318 
i nj ect ed, com ponent s with an elev at ed boi li ng poi nt wer e spr ead i n the 319 
col um n inlet by a flow of cond ensed sol v ent and their band s were 320 
b r oad ened and distort ed by “band broad eni ng in space”.  321 
Accor di ngl y , it was obser v ed that alt houg h the sol v ent - v ent inj ect i on 322 
m od e is mor e usual for anal yt es less vol atil e than the solv ent it can also be 323 
used in met hod s in whi ch the boi li ng poi nt range begi ns at val ues close to 324 
t hat of the solv ent , per form i ng a sui tabl e opti mi zat ion.  325 
 326 
St udy of the matr i x effect  327 
 328 
Soi l sampl es are highly compl ex and div er se mat r ices in whi ch it is 329 
d i ffi cu lt to achi ev e an exhaust iv e ext racti on of the com pound s. The effect of 330 
soi l type was stud i ed usi ng two types of soi l , a gard en soi l and a non -331 
p oll ut ed clay soil . The two soi l s anal y zed her e wer e ext r em e examp l es of 332 
soi l types: gar d en soi l was char act eri zed  by its high proport i on of organic 333 
m att er, whi l e the com m er ci al non - p oll ut ed soil had a high clay cont ent . 334 
T hese differ ences would affect thei r sor pt i on capacity .  335 
T he two types of soil chosen wer e spi ked at four differ ent concentr at i on 336 
l ev el s (tabl e 2). Ea ch lev el was anal yzed in tri pl i cat e and the slopes of the 337 
r eg r essi on curv es obt ai ned wer e compar ed . For most of the com pound s, the 338 
sl op es of the cali br ati on graphs wer e sim il ar , wit h small differ ences in the 339 
case of car b on tet r achl or id e and 1,3- d i chl or opr o p y l ene, confi rm i ng the 340 
ab sence of any matr i x effect . Thi s type of behavi our has been repor t ed 341 
p r evi ousl y , fol l owi ng the use of techni ques such as pur ge- and - t r ap capi ll ary 342 
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gas chr om atog rap hy and pur ge - and - m em br ane mass spect r om etr y [2,4]. In 343 
l i g ht of the re sult s obt ai ned , predi cti on usi ng real sam pl es can be carr i ed 344 
out wit h ext er nal calib r at ion, wit hout havi ng to use the stand ar d addi ti ons 345 
m et hod .  346 
 347 
E xt racti on yiel d  348 
 349 
We cond uct ed the recover y study wit h the final opti mi zed met hod at 350 
d i ffer ent concentr at i ons of the analy t es, in the sam e mat ri ces used for study 351 
of the matr i x effect (a gard en soi l and a non - p ol l uted comm er cial clay soil ), 352 
comp ari ng the signal s obt ai ned in the soi l s with those obt ai ned upon 353 
i nj ect i ng ethyl acet at e solut i ons of the anal y tes at the sam e concent r at ions. 354 
F i g . 4 shows the result s obt ai ned for each com pound and each soi l as means 355 
of the val ues obt ai ned for four concent r at i on val ues. The recov er i es of the 356 
sp i k ed sam pl es wer e in the 61 % -  92 % range, wit h rel at iv e standard 357 
d evi ati ons tha t did not exceed 10 %. The ext r act ion yiel d s wer e simi lar for 358 
b ot h types of soi l .  359 
 360 
V al id ati on of the met hod  361 
 362 
T he analy ti cal charact er i st i cs of the met hod wer e studi ed usi ng sam pl es 363 
of spi ked gard en soi l . The result s obt ai ned are shown in tabl e 3. Calib r at i on 364 
cur v es wer e obt ai ned for each com pound . The peak area of the signal was 365 
used as the anal yt ical signal . The cal ib r at ion mod el s display ed linear 366 
b ehav i our . The val id it y of the mod el s gener ated was check ed using 367 
ANOV A, and it was obser v ed that they did not exhi bi t any lack of fit . The 368 
v alues of the corr el ati on coeffi ci ent (R 2 ) wer e higher than 0.99.  369 
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The repeatabi li ty of the opt imi zed met hod was stud i ed by inj ect i ng the 370 
sam e sam pl e ten tim es, val ues bel ow 4 % bei ng obtai ned in all cases.  371 
A stud y was also mad e of the repr od ucibi li t y of the met hod thi s bei ng 372 
ob tai ned upon inj ecti ng ext r act s from 10 differ ent soi l sam pl es. These val ues 373 
wer e higher than for the repeat ab il it y of the met hod (in all cases bel ow 12 374 
% ), since in thi s case the err or s associ at ed wit h sa m ple handl i ng wer e 375 
i nv ol ved . We also obser ved that the highest val ues cor r espond ed to the fir st 376 
t wo analy t es, the most vol atil e compound s and those most suscep ti bl e to 377 
b ecom i ng lost duri ng the ext r act i on process.  378 
T he lim it s of det ecti on (LODs) and the lim i t s of quanti fi cat ion (LOQs), 379 
cal cul at ed as 3.3 and 10 tim es, respectiv el y, the stand ar d dev i at ion of a 380 
sam pl e wit h an S/N rati o of 3, are also shown in Tab l e 3. The LODs obt ai ned 381 
wer e bet ween 25 ng/kg for hexachl oroet hane, and 2.61 µg/kg for 1,1,2-382 
t r ichl or oet hane. These val ues are among the lowest publ i shed in the 383 
l it er at ur e. Wit h respect to gas ext racti on techni ques, P&T, SHS, or their 384 
d i ffer ent comb i nat ions, such as HS- SPME , PAM or sol v ent extr acti on - p urg e 385 
and trap (SE - P&T ), in most cases lim it s of det ec t ion are impr ov ed 386 
[2,4,15,16,18,19,47]. Alt houg h gas ext racti on techni ques hav e impor t ant 387 
ad vant ag es, such as simpl icit y of oper at i on, without anal yt e losses, the 388 
el im inati on of high sol vent consump ti on and ease of aut om ati on, their 389 
p r i ncip al disad vant ag es  are that they are only appl i cabl e to vol ati l e 390 
anal yt es; they need speci fi c instr um ental confi gur ati ons, wit h rel ati v el y 391 
hi g h cost , and the extract ion tim es can be relat iv ely long. The mai n 392 
ad vant ag es of the met hod proposed here are its appl icabil it y to al l types of 393 
comp ound s, the low cost of the reagent s empl oy ed , and the possib il it y of 394 
b ei ng used by non - sp ecial i st oper at or s, wit h no speci fic inst r um ent ati on, 395 
such that it is a vali d alt ernat iv e to those descr ib ed abov e.  396 
F or the det ermi nati on of hexachl or ob enzene in soi l sam pl es (boil ing 397 
p oi nt , 323 ºC) solv ent ext ract ion techni ques hav e been proposed. In most of 398 
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the cases, the limi t s of det ect ion are also impr ov ed with the proposed 399 
m et hod ol ogy [9,23,25,28]. The stand ard QuE ChER S prot ocol has previ ously 400 
b een repor t ed for the deter mi nat i on of hexachlor ob enzene in soil sampl es 401 
[41]. The lim it s of det ection obt ained wit h the stand ard and the sim pl i fi ed 402 
QuE ChE R S protocol proposed in thi s work wer e ver y sim il ar , but, in the 403 
second case the eli mi nat i on of the clean- up step inv ol v es less sam pl e 404 
hand li ng, reduci ng the error s associat ed wit h thi s step and also the wor ki ng 405 
t im e.  406 
 407 
Determination of the target compounds in CRM soils 408 
 409 
I n light of the result s obt ai ned in the stud y of the matr i x effect , the 410 
anal yt es wer e det er mi ned in stud i es addr essi ng sam ples wit h cer ti fi ed 411 
cont ent s, usi ng ext ernal cal ib rati on for all the com pound s. Two differ ent 412 
cer ti fi ed refer ence material s –a clay soil (RTC - CRM635) and a sil ty clay soil 413 
(R T C - CR M631) - wer e used . The cont ent of the sam pl es wa s cer ti fi ed by 414 
USE PA SW846, 3 rd  edi ti on Met hod 8260B [48] (pur g e - and - t r ap /g as 415 
chr om atog rap hy /m ass spect r om et r y ).  416 
As shown in tabl e 4, the concentr ati ons found in CRM631 and CRM635 417 
soi l s usi ng ext er nal cal ib rat i on wit h the cali br ati on curv es obt ai ned in th e 418 
g ard en soil are in good agr eem ent wit h the cert i fi ed concentr ati ons, all 419 
p r edi ct i ons lyi ng wit hi n the pred i ct ion int erv al s fixed .  420 
F or the com pound s not present in the cer ti fied soil sam pl es, the 421 
p r edi ct iv e abil it y of the met hod was assessed by spi ki ng bo t h soi l s at 422 
sev er al concent r at ion lev el s and obtai ni ng the predi cti ons with the 423 
cal ib rati on obtai ned for the gard en soil (ext er nal calib r at i on). The result s are 424 
shown in tab l e 5. The pred i ct i ons coi ncid e wit h the concent r at i ons at whi ch 425 
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the soil was spi ked , wit h small differ ences in the case of hexachl or oet hane 426 
i n the CRM 635 soi l, for whi ch sli ght ly lower val ues wer e obt ai ned .  427 
 428 
Conclusions  429 
 430 
Her e we propose a sim pl ifi ed ver si on of the QuE ChE R S met hod for the 431 
d et er mi nat i on of sev en comm on chl or i nat ed hyd roca rb ons and four 432 
chl orob enzenes in poll uted soil sampl es.  The proposed met hod is qui ck, 433 
easy , cheap , effect iv e, rugged , and safe and ther efor e meet s the 434 
char act eri sti cs of the ori ginal QuE ChE R S met hod.  435 
T hr ee solv ent s for use in ext r acti on wer e stud ied . Ethy l acet at e was 436 
chosen as the ext r acti on sol v ent , aft er com pari ng it wit h acet oni t ril e, owi ng 437 
t o its bet ter chr om atog raphi c behavi our .  438 
Cl ean soil extr act s wer e obt ained wit hout a clean - up step, ther eby 439 
r ed uci ng sampl e handl ing and the err or s associ at ed wit h thi s. Upon 440 
comp ari ng the slopes obt ai ned on prepari ng the cal ib rati ons in two 441 
d i ffer ent types of soil , the absence of a matr i x effect was seen.  442 
T he met hod proposed her e is reprod ucib l e and highl y sensi ti ve, with 443 
d et ect ion lim it s rangi ng from 25 ng/kg to 2. 6 µg/kg . The accuracy of the 444 
m et hod was veri fi ed by anal y zi ng two cer t i fi ed refer ence mat eri al s and 445 
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Figure captions  570 
 571 
Fig. 1  Chromat og r am s obt ai ned upon inj ect i ng differ ent vol um es of the soil 572 
ext r act s in pro pyl acetat e (0.2 µL), acet onit r il e (1 µL) and ethyl acet at e (1 573 
µ L ). 1 1,2- di chl oroet hane, 2 carb on tetr achl ori de, 3 1,3- di chlor op r op yl ene, 4 574 
1,1,2- tr i chl or oethane, 5 tetr achl or oet hy l ene, 6 1,1,2,2- t et r achl or oethane, 7  575 
1,4- di chlor ob enzene, 8  1,2 - d i chl or oben zene, 9 hexachl or oethane, 10 1,2,4-576 
t r ichl or ob enzene, 11 hexachl orob enzene  577 
 578 
Fig. 2  Compar i son of the chr om atog ram s obtai ned upon inj ect i ng a sol ut ion 579 
cont ai ni ng the anal yt es in ethyl acet at e and when the ext r act obt ained from 580 
a gard en soil was inj ect ed . 1 1,2- d i chl or oethane, 2 carbon tet r achl or id e, 3 581 
1,3- di chlor op r op yl ene, 4 1,1,2- t ri chl oroet hane, 5  tetr achl or oet hy lene, 6 582 
1,1,2,2- t etr achl oroet hane, 7 1,4- di chl orob enzene, 8  1,2- di chlor ob enzene, 9  583 
hexachl or oethane, 10  1,2,4 - t r i chl or ob enzene, 11 hexachl orob enzene  584 
 585 
Fig. 3  Compar i son of the signal s obt ai ned in the hot spl it l ess and solv ent -586 
v ent inj ect i on mod e. In bot h cases, the inj ecti on volum e was 3 µ L .  7 1,4-587 
d i chl or ob enzene, 8 1,2- d i chl or ob enzene, 9 hexachl or oethane, 10 1,2,4-588 
t r ichl or ob enzene, 11 hexachl orob enzene  589 
 590 
Fig. 4 E xt racti on yield s for each compound and for each soil . 1 1,2-591 
d i chl or oet hane, 2 carbon tetr achl orid e, 3  1,3- d i chl or op r op yl ene, 4 1,1,2-592 
t r ichl or oet hane, 5 tetr achl or oet hyl ene, 6 1,1,2,2- tet r achl or oet hane, 7 1,4-593 
d i chl or ob enzene, 8 1,2- d i chl or ob enze ne, 9 hexachl or oethane, 10 1,2,4-594 
t r ichl or ob enzene, 11 hexachl orob enzene  595 
596 
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Figure 4:   635 
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Table 1  Retenti on tim es and physi co - chem i cal charact eri sti cs of the anal yt es 639 
st udi ed 640 
 641 
Compound tR (min) 
Boiling point 
(ºC) Log Ko/w Log Ko/c 
1,2-Dichloroethane 4.17 83 1.48 1.24 
Carbon tetrachloride 4.30 77 2.64 2.24 
1,3-Dichloropropylene 4.88 97-112 2.00 1.66 
1,1,2-Trichloroethane 5.18 115 2.35 1.70 
Tetrachloroethylene 5.60 121 2.53 2.19 
1,1,2,2-Tetrachloroethane 6.16 147 2.39 1.97 
1,4-Dichlorobenzene 6.75 173 3.37 2.79 
1,2-Dichlorobenzene 6.85 179 3.38 2.79 
Hexachloroethane 7.04 185 3.9 3.25 
1,2,4-Trichlorobenzene 7.44 214 3.98 3.25 
Hexachlorobenzene 10.25 323 6.2 4.74 
 642 
643 
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Table 2 Compari so n of the slopes obt ained for each of the soi l s  644 
 645 
 646 
Compound Concentration (µg/kg) 
Slopes 
Garden soil Clay soil 
1,2-Dichloroethane 150-2500 1.98±0.06 2.1±0.1 
Carbon tetrachloride 150-2500 49±1 58±1 
1,3-Dichloropropylene 60-1000 80±1 88±4 
1,1,2-Trichloroethane 276-4600 64±2 65±3 
Tetrachloroethylene 15-250 2242±36 2271±82 
1,1,2,2-Tetrachloroethane 37.5-625 405±7 410±14 
1,4-Dichlorobenzene 187.5-3125 17.8±0.4 18.8±0.9 
1,2-Dichlorobenzene 187.5-3125 33±2 33±2 
Hexachloroethane 15-250 1783±54 1878±69 
1,2,4-Trichlorobenzene 75-1250 246±6 249±7 
Hexachlorobenzene 15-250 1004±51 967±10 
 647 
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Table 3 Anal yt i cal char acter i sti cs of the met hod  649 
 650 
 651 
Compound Linear range (µg/kg) R







1,2-Dichloroethane 20 - 150 0.9988 2.32 7.72 2.36 11.13 
Carbon tetrachloride 20 – 350 0.9988 0.30 0.98 1.74 10.74 
1,3-Dichloropropylene 10 – 175 0.9911 0.38 1.26 2.07 6.57 
1,1,2-Trichloroethane 20 – 350 0.9944 2.61 8.70 2.33 3.20 
Tetrachloroethylene 8 – 100 0.9984 0.056 0.188 3.02 9.01 
1,1,2,2-
Tetrachloroethane 7.5 – 93.8 0.999 1.15 3.84 1.09 3.86 
1,4-Dichlorobenzene 45– 262.5 0.9997 1.02 3.39 1.01 8.29 
1,2-Dichlorobenzene 20 – 350 0.9959 1.95 6.50 0.97 3.48 
Hexachloroethane 15 – 187.5 0.997 0.025 0.083 2.29 7.79 
1,2,4-Trichlorobenzene 15 – 187.5 0.9986 0.406 1.353 1.17 1.07 
Hexachlorobenzene 5 – 87.5 0.9997 0.046 0.154 0.89 3.33 
 652 
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Table 4 Result s of predi ct i on usi ng ext er nal cali brat i on on the soil s wit h a 654 
cer ti fi ed cont ent (CRM)  655 
 656 







1,3-Dichloropropylene 47 ± 6 8.79 – 84.6 34 ± 7 
Tetrachloroethylene 18 ± 6 0 – 37.1 15 ± 2 
1,1,2,2-Tetrachloroethane 26 ± 3 10.5 - 42 23 ± 1 
1,4-Dichlorobenzene 80 ± 8 30.6- 130 92 ± 4 
1,2-Dichlorobenzene 114 ± 11 45.6 ± 181 145 ± 12 
CRM  
635-030 
Carbon tetrachloride 84 ± 8 34.5 - 133 67 ± 12 
1,2-Dichloroethane 110 ± 8 62.9 - 157 114 ± 3 
Tetrachloroethylene 112 ± 11 45.2 - 178 60 ± 2 
1,1,2,2-Tetrachloroethane 37 ± 3 18.7 – 55.6 34 ± 1 
1,4-Dichlorobenzene 64 ± 5 32.5 - 96 59 ± 3 
1,2-Dichlorobenzene 90 ± 6 54.8 - 125 89 ± 10 
 657 
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Table 5 R esult s of predi cti on in the CRM soil s spi ked wit h the compound s 659 
not ini ti al ly present (1,1,2- tr i chl or oet hane, hexachl or oet hane, 1,2,4-660 











43.75 45 ± 10 
131.25 134 ± 10 
Hexachloroethane 33 31 ± 5 98 103 ± 5 
1,2,4-Trichlorobenzene 66 64 ± 3 
131 130 ± 3 
Hexachlorobenzene 
10.9 11.4 ± 0.7 
32.8 31.9 ± 0.7 
CRM 
635-030 
1,1,2-Trichloroethane 87.5 84 ± 10 175 173 ± 10 
Hexachloroethane 33 24 ± 5 
66 44 ± 7 
1,2,4-Trichlorobenzene 33 34 ± 3 98 99 ± 3 
Hexachlorobenzene 10.9 10.1 ± 0.8 
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En la present e mem or ia  se han propuest o nuev as est rat eg i as de 
trat am i ent o de muest r a par a la det erm i naci ón de cont am i nant es  orgáni cos 
en mat ri ces medi oamb i ent al es .  
Con el fin de est ud i ar las posib il id ad es de las nuev as met od ol ogí as 
propuest as, se han puest o a punt o difer ent es métodos analí ti cos dest i nad os 
a la resolución de probl em as amb i ent al es concr et os. 
A cont i nuaci ón se exponen las pri nci p al es concl usiones obt enid as, unas 
de car áct er gener al , refer id a s a las met od ologí as utili zad as  y otras 
part i cul ar es de las difer ent es apl i caciones que se han desarr ol l ad o.  
 
 Acoplamiento de un generador de espacio de cabeza con un inyector 
de temperatura programada.  
L a util izaci ón de un inyect or de temperat ur a progr am ad a par a 
int roducir las muestr as proced ent es del gener ad or de espaci o de cab eza en 
el cromat óg r afo de gases ha dem ostr ad o ser una alter nati va muy atracti va.  
Con est a confi gur aci ón es posib l e resol v er los probl emas asoci ad os a la 
int roducción de est e tipo de muest r a con los inyect or es split/splitless  
conv enci onal es , ensancham i ent o de banda ini ci al y mala  defi ni ci ón de la 
mor fol og í a  de pico . L os mod os de inyecci ón en frí o consi g uen la 
focali zaci ón de los compuest os en el liner  y su transfer encia rápid a a la 
col um na cromat og r áfi ca, lo que se trad uce en un incr em ent o de la relaci ón 
señal / r uid o  y consecuent em ent e un aum ent o de la sensi bi li dad . El mod o de 
inyecci ón solvent-vent apor t a las vent aj as de la inyecci ón en frí o y adem ás 
perm it e mejor ar la  sensi bil id ad, graci as a la eli mi naci ón del disolv ent e (que 
pued e dis t or sionar la resol uci ón crom at ogr áfi ca y det er i or ar la fase 
est acionari a de la col umna) ant es de la int rod ucci ón de los anali tos en la 
col um na.  
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A lo largo de est a memor i a, est e acopl ami ento se ha util i zad o en la 
det er mi naci ón  clorofenoles e ibupr ofeno en m uestr as acuosas  y en amb os 
casos s e han obt enid o resul t ad os alt am ent e sat i sfact ori os. L a confi g ur aci ón 
HS- PT V - GC - MS  per mi te anali zar los com puest os vol átil es de la  muest r a sin 
int er fer enci as de los compuest os no vol át il es de la matr iz  de form a sencil l a, 
rá pi d a, aut om át i ca, con míni ma mani p ul aci ón de muest r a y con una 
elevad a sensib il id ad .  Por tant o, la nuev a config ur aci ón inst r um ent al 
propuest a en est e trab ajo tiene un gran pot encial para el aum ent o de 
sensi bi li d ad cuando se trab aja en la modali dad espaci o de cab eza .  
 
 Utilización de reacciones de derivatización en medio acuoso para el 
aumento de la volatilidad de los analitos en estudio  en el 
acoplamiento HS - GC.  
L a uti li zaci ón de reacci ones de der iv ati zaci ón in situ en el propi o vial de 
gener aci ón de espacio  de cab eza ha dem ostr ado ser una alter nat iv a efi caz 
par a el aument o de sensi bi li d ad en el acopl am i ent o HS- GC.  
Con la uti li zaci ón de este tipo de reacciones, en las cual es se gener an 
deri v ad os más vol át il es que los anal it os ori gi nales, se pued e ampli ar el 
grupo  de compuestos que pued en ser anal izados por HS , incluy end o  
aquell os que, en pri nci pi o, no pod rí an ser lo, com o consecuenci a de su baj a 
volati li d ad . Además, al red ucir la pol arid ad de los anali t os, se prod uce una 
mejor a  de  las car act erí stic as cromat og r áfi cas, tal es com o repr oducib il id ad , 
sensi bi li d ad y form a de pico .  
La uti li zaci ón de esta confi g ur ación inst r um ent al tiene la vent aj a de que, 
desd e la mezcl a de los react iv os en el vial del HS, todo el proceso tiene 
lugar en conti nuo , con la consecuent e red ucci ón de error es asociad os a la 
mani p ul aci ón de muest ra . Adem ás ,  la util izaci ón de una reacci ón no 
supone una compli caci ón del proceso, ya que tant o la reacci ón com o la 
gener aci ón de voláti l es tienen lugar de for ma sim ul tánea.  
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Se han uti li zad o vari as rea cci ones de deri v at ización para aum entar la 
volati li d ad de los anali tos en las apli caci ones basad as  en el acoplami ent o 
HS- PT V . Par a la det erm i nación de clor ofenol es, se ha propuest o la 
util ización de una reacción de est eri fi caci ón con anhí dr id o acéti co en m edi o 
bási co. Para la det erm inaci ón de ibupr ofeno, se han propuest o dos 
reacci ones,  la form aci ón de un éster con met anol en med i o ácid o y  de una 
ami d a con  2,2,2- tr i fl uor oet il am i na en presenci a de una car b od iim id a como 
agent e cond ensant e. Com o se ha cit ad o a nt er ior m ent e, los result ados 
obt enid os son alt am ente sat i sfact or i os, por lo cual la util ización de 
reacci ones de der iv ati zación in situ tiene un elevado pot enci al par a ampl i ar 
el núm er o  de compuestos que pued en det er mi nar se por gener ación de 
espacio de cab eza.  
 
 El uso combinado de cromatografía de gases rápida con la 
introducción de muestra mediante el modo de inyección con 
eliminación del disolvente, permitido por el inyector de temperatura 
programada.  
E n tod as las apl icaci ones desarr oll ad as a lo lar go de est a  mem or i a se ha  
demost rad o las posi bi lid ad es de est e acopl ami ento, tant o en la inyecci ón de 
muestr as líquid as com o gaseosas.  
El mod o de inyecci ón solvent-vent , graci as a la eli minaci ón contr ol ada del 
disol v ent e  y de los compuest os más vol áti l es que los  anali t os de int erés , 
perm it e int r od uci r grandes volúm enes de muest r a  en col um nas capi l ar es . 
De est a maner a se soluci ona la pri nci p al lim it ación de est e tipo de 
col um nas, la baj a capaci dad  y , por tant o ,  la  menor sensi bi li d ad del métod o.  
Además, se prod uce una  focali zaci ón térmi ca de los anali tos en el liner  d el 
inyect or , lo que se trad uce en un estr echami ent o de los picos 
crom atog ráfi cos .  
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 La utilización combinada de la extracción  por adsorción  en barra 
agitadora (Twister) con reacciones de derivatización i n situ  en 
muestras de agua y de suelos .  
L a util izaci ón de una reacci ón de der iv at i zación in situ  de form a 
comb i nad a con la extr acción por adsor ción en barr a agit ador a (SB SE ) se ha 
apli cad o de form a sati sfact ori a par a la det e r mi naci ón de par ab enos, 
tricl osá n y met il tri cl osá n en muestr as acuosas y suel os. La limi tación más 
import ant e de est a mod ali d ad de ext r acci ón  radi ca en el recubr imi ento de 
los twisters, ya que  e l úni co polím er o com erci alm ent e disponib l e es el 
poli dim eti l si l oxano , con el cual se obti enen  rendi mi entos de ext r acci ón 
bajos par a el caso de anal it os polar es . La uti li zaci ón de una reacción de 
deri v at izaci ón, con la form aci ón de com puest os menos pol ar es, atenúa est e 
prob l em a con una mejora en el rend imi ento de la ext r acci ón.  Adem ás,  la 
util ización de una reacci ón de deri v at izaci ón no com pl i ca el proceso, ya que 
tiene lugar de for ma sim ul t ánea con el proceso de ext r acci ón.  
Las metod ol og í as propuest as, tanto par a muestr as acuosas com o par a 
sól id as, son efi caces , senci ll as  y muy sensib l e s . Los lím it es de det ecci ón 
obt enid os se encuent r an ent r e los menores encont r ad os en bib li ogr afí a.  
Además, ofr ecen impor tant es vent ajas respect o a las  técnicas de ext r acción 
conv enci onal es, tal es como la mini mi zaci ón de la mani p ul aci ón de muestr a, 
la elim i nación tot al  del uso de disolv ent es orgáni cos, así com o la 
simpli fi caci ón del procedi mi ento analí ti co y una red ucci ón del tiem p o de 
trab aj o. Respect o a las muest r as de suelo, la metod olog ía propuest a mej or a 
de form a muy acusad a las ant eri orm ent e propuest as en bib li ogr afí a par a 
est o s  com puest os, las cual es impl ican var ias etapas, con una ext r acci ón 
exhaust iv a de las muest ras de suel o,  post eri or limpi eza del extr act o y una 
etapa post eri or de deri vati zaci ón .  
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 La aplicación de la técnica de pretratamiento de muestra QuECh ERS 
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Simple ), basada en la 
extracción con disolventes asistida por sales (salt assisted liquid -
liquid extraction, SALLE) para la extracción de compuestos orgánicos  
clorados  en muestras de suelos.  
Se ha puesto a punt o una sim pl i ficaci ón del mét odo QuE ChER S par a la 
ext r acci ón de com puest os orgáni cos  clor ad os  ( cl or oform o, hidr ocar bur os 
C1 - C3  clorad os  y clorobencenos)  en  muest r as de suel os. Los result ados 
obt enid os en las difer entes apli caci ones ponen de mani fi esto la val i d ez de 
est e mét od o de ext r acci ón. Se han obt enid o alt os por cent aj es  de 
recup er aci ón y buena repr od uci bi li dad con un procedi mi ent o rápi do, 
senci ll o, económi co, que util i za pequeños vol úm enes de disol v ent e y que no 
requi er e inst rum ent aci ón compl ej a.  
Los ext r act os obt eni dos se han anal izad o med iant e inyecci ón dir ect a en 
un cromat óg r afo de gases con un micr o - d et ect or de captur a elect róni ca, 
equi p ad o con un inyector de temperat ur a progr amad a. Graci as a la elev ad a 
sel ecti vi dad y sensib il id ad del det ect or uti liza d o para com puest os 
hal og enados, se obti enen lími t es de det ecci ón muy baj os .  
Los buenos result ados obt enid os tant o par a  compuest os vol átil es com o 
par a semi vol át il es , ponen de mani fi est o las grandes posib il id ad es de esta 
técni ca  par a el análi si s de tod o tipo  de compuestos , sin la necesi dad de 
adopt ar  difer ent es técni cas de ext racción en funci ón de la vol atil id ad de los 
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I. AIM  
 
The gener al  aim of thi s PhD Thesi s is to propose and devel op new  
sam pl e treatm ent strat eg ies  for the det ermi nati on of organi c co nt am i nant s  
at trace lev el s in differ ent  env ir onm ental mat ri ces .  
The det erm i nat ion of organi c compound s  in envi r onm ent al mat r ices , 
such as wat er  and  soi l, usual ly requir es pre - t reatm ent techni ques pri or to 
the instr um ent al anal y si s. The pri nci p al obj ectiv e is the isol ati on from the 
matr i x of the com pound s of int er est . Comm onl y , thi s step  has been 
consi der ed the most pol luti n g and tim e - consum i ng of the analy ti cal 
proced ur e , as well as one of the most frequent sour ce s  of err or s . 
Accor di ngl y , the lesser  sam pl e handli ng , the higher the qual it y of the 
result s. The met hod olog ies proposed in thi s  wor k hav e fol l owed  th at  trend .  
Regar di ng the sam pl es studi ed , wat er and soi l mat ri ces  hav e  been 
consi der ed .  
With regard to the analy t es, they wer e sel ect ed on the basi s of their 
docum ent ed  toxi ci t y for the  envi ronm ent (chl orop henol s, vol at il e 
hal og enat ed organi c compound s and chl or ob enzenes)  or as a result of the 
lack of inform at ion about their effect on the env ir onm ent (emer gi ng 
cont am inant s, phar maceut i cal compound s and per sonal car e prod uct s).  
The met hod ol ogi cal obj ect iv es of thi s wor k consi st of stud yi ng the  
anal yt ical possibi li ti es of:  
 T he coupli ng of a head space aut osam pl er wit h a programm abl e 
temper at ur e vapor i zer .  
 T he use of in situ  d eri v at izati on react i ons to incr ease the 
volati li t y of the tar get anal y t es  in the HS- GC coupl ing .  
 I Gen er a l aim  
 _________________________________________________________________________  
4 1 0  
 T he comb i nat ion of fast gas chr om at ogr aphy wit h sampl e 
in t roducti o n by means of sol v ent vent inj ecti on mod e  all owed by 
the progr am mabl e temperat ur e vapori zer .  
 T he comb i nat ion of stir bar sor ptiv e extr act i on (Twi st er ) wit h in 
situ deri v at izati on in wat er and soil sam pl es.  
 T he appli cat ion of the sampl e pre- t r eatm ent techni que 
QuE ChE R S (qui ck , easy, cheap , effectiv e, rugged and safe) to the 
ext r act i on of hal og enat ed  organi c compound s from soi l  sampl es.  
In ord er to prove the analy ti cal possib il it i es of the proposed  
met hod ol ogi es, differ ent met hod s hav e been dev el op ed  to solv e speci fi c  
env ir onm ental prob lem s:  
• Use of a programm ed tem per atur e vapori zer and an in situ  
deri v at izati on reacti on to impr ov e sensit iv it y in head sp ace- g as 
chr om atog rap hy. Appli cat i on to the  analy si s of chlor op henol s in 
wat er .  
• In situ deriv at izati o n react i on and det er mi nat i on of ibupr ofen in 
wat er sam pl es usi ng head sp ace generati on  -  progr amm ed 
temper at ur e vapori zat ion  -  gas  chr om atog raphy  -  mass  
spect romet ry .  
• Head space sampli ng wit h in situ  carb od iim id e med i at ed 
deri v at izati on for the det erm i nati on  of ibupr ofen in wat er 
sam pl es.  
• GC - MS det ermi nati on of par ab ens, tri cl osan and met hy l tri cl osan 
in water by in situ deri vatizat ion and sti r bar sorpti ve ext r act ion.  
• S t i r bar sorpti ve ext r act ion of par abens, tri closan and met hy l 
tricl osan  from soi l slur r y  w it h in situ  deri vati zat i on.  
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• Si mp li fi ed QuE ChER S appr oach for the ext r act ion of chl ori nat ed  
compound s from soi l sampl es.  
• Det ermi nati on of vol at il e hal og enat ed organi c com pound s and 
chl orob enzenes  in soi l mat ri ces by simpli fi ed QuE ChER S 
ext r act i on and fast g as chr omat og r ap hy wit h  elect r on captur e 
det ect ion.  
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II. INTRODUCTION  
 
Gas chromat og r ap hy (GC) is a widely used tech ni que for the anal y si s of 
volati l e and sem iv ol atil e compound s. For the last decad es many effor t s 
hav e been focused on the dev el opm ent of the techni que and nowad ay s it is 
possib l e to separ at e co m pound s at low concent r at i on level s  ver y fast . 
Howev er ,  due to the compl exit y and the div er si ty of the mat ri c es stud i ed , in 
many cases the pre - tr eatm ent  prior to the final det erm i nati on is the most 
crit i cal step of  the whol e anal yt i cal proced ur e.  
Thi s pre - tr eatm ent inv ol v es the isol at ion from the matr i x of the 
compound s of int er est and thei r transfer to other medi um , ideal ly wit h the 
sim ul taneous rem oval of int er fer ing sub st ances and sel ecti v e enri chm ent in 
the receiv i ng med i um to a concent rati on higher tha n the det ecti on lim i t of 
the proposed proced ur e . These mult i step pre- tr eatm ent techni ques are tim e 
consumi ng and , in many cases, requir e longer tim es that the 
chr om atog rap hi c analy si s. T hi s step  has been consi der ed the most pol l ut i ng 
of all the analy ti cal proced ur e , as well as one of the most frequent sour ces  of 
err or s .  
Dev el opm ent of sol v ent less (or at least wit h low sol v ent consum pt ion) 
sam pl e prepar at i on techni ques const it ut es a pil lar o f Green Analy ti cal 
C hem i st ry  and has exper ienced  a rapid dev el opm ent  dur i ng last year s. The 
great int er est in thi s appr oach is due to toxi col ogi cal, envi r onm ent al and 
econom i c  aspect s. A numb er of techni ques wit h those char act eri sti cs hav e 
been dev el op ed .  
Some examp l es of techniques whi ch use low volum es of solv ent are: 
s uper cr it i cal fluid ext r act ion (SFE ), pressur ized liqui d ext racti on (PL E ) and 
micr owav e assi st ed extr act i on (MAE ). Som e other techni ques are based on 
the mini at uri zat ion of liqui d - l i quid extr act i on (LL E ) and are known as 
sol v ent micr oextr act ion (SME ) or liq uid phase microext r act ion (LPME ). The 
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most repr esent at iv e exam pl es of these techni ques are: singl e drop 
micr oextr act ion (SDME ), mem br ane assi st ed solv ent ext r act ion (MASE ) ,  
disper siv e liquid - li quid micr oextr act ion (DL L ME )  and microext racti on by 
packed sorb ent s (ME PS).  
The most repr esent at iv e exam pl es of sol ventl ess techni ques are: soli d 
phase microext racti on (SPME ), sti r - bar sorpti ve ext r act i on (SB SE )  wit h 
therm al desor pt ion  or mem br ane intr od uct i on mass spectr om etr y (MI MS). 
Among techni ques b ased o n gas ex t r act i on, stati c head sp ace (SHS) and  
pur ge and trap (P&T), or the new possi bi li ti es of coupli ng HS with SDME ,  
MASE  or SPME , can be ment i oned  
Despit e  the slow accep t ance of these new sam pl e treat ment techni ques  
by offi ci al organi sm s , t hey offer import ant  ad v ant ag es over the 
conv ent i onal ones , such as  red ucti on of the sampl e vol um es requir ed , of 
sol v ent consum p ti on and lab our  effor t , impr ov em ent of the sel ect iv it y and 
easi ness of aut om at i on.   
The aim s of thi s PhD Thesi s foll ow thi s trend of anal yt ical chem i s t r y . 
Differ ent fast , sensi ti v e and wit h mini mum sample pre- tr eat m ent met hod s 
will be proposed for the det er mi nat i on of organi c compound s in differ ent 
env ir onm ental mat ri ces.  
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III. INSTRUMENTAL CONFIGURATION  
 
Throug hout the PhD Thesi s, t hr ee differ ent instr um ental confi g ur ati ons 
hav e been used : (1) a gas chr om atog rap h  (GC)  equi p p ed wit h a 
progr amm ed temper at ure vapor izer (PTV )  and a quad r up ol e mass 
spect romet er det ector (q - MS);  (2)  a gas chr om atog r ap h equip p ed wit h a 
progr amm ed temper at ur e vapor i zer an d a micro - elect r on capt ur e det ect or 
(µ - E CD) and ( 3) a gas chr om at ogr ap h equi pped wit h a programm ed 
temper at ur e vapori zer coupl ed to a therm al desor pt i on system (TDS) and to  
a quadr u pol e mass spectrom et er det ect or .  
 
1. GAS CHROMATOGRAPH WITH PROGRAMMED TEMPERATURE 
VAPORIZER AND QUADRUPOLE MASS SPECTROMETER 
DETECTOR 
 
1.1. Gas chromatograph  
T o per form the gas chromat ogr ap hi c measur em ent s, an Agil ent  6890 GC 
equi pp ed wit h a low polar i ty DB - VR X capil lar y colum n  (20  m x 0.18 mm  x  
1 µ m,  wor king range  −10 – 260 ° C) from  Agilent Technolog ies  ( J&W  
Sci enti fi c  Col um ns , USA)  was used .  The maximum tem per at ur e ram ps 
allowed by the oven were 70 °C /mi n from 45 to 175 °C, 45 °C/m i n from 175 
to 300 °C and 35 °C/m i n from 300 to 450 °C.  The car ri er gas  was heli um 
N50  (99.999 % pur e; Air Liquid ).  
In one of the appli cat i ons describ ed in the PhD Thesi s, the Agil ent 6890 
GC was equip p ed wit h a Mod ul ar Acceler at ed Colum n Heat er  (MACH TM ). 
Thi s mod ul e is mount ed out sid e the conventi onal GC oven. The capil lar y 
col um n, a DB - VR X (20 m x 0.18 mm x 1 µm) from Agi l ent J&W, is mounted 
in a protecti v e case. It is coi l ed wit h an insul ated heati ng wire and a 
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temp er at ur e sensor wir e along its enti r e lengt h. Temper at ur es bet ween 
amb i ent tem perat ur e  and 400 °C can be progr amm ed at a maxi m um rat e  of 
1800 °C/mi n. Fast cooli ng is per form ed by a set of vent i lat or s mount ed 
und er neat h each col um n modul e. Thi s mod ule can be heated and cool ed 
ver y qui ck ly , maki ng total analy si s cycl e tim es very shor t .  
The ent ir e col um n is coi l ed into the prot e cti v e case on the door panel of 
the classi cal GC , wit h heated transfer lines goi ng throug h the oven door and 
col um n end s connect ed to inl et and det ect or wit h deacti v at ed fused sil i ca 
capil lari es usi ng low dead volum e connect or s.   The GC oven serv es  as a 
heat ed int er face for the transfer lines and is set to the maxim um 
temper at ur e progr am m ed on the col um n, to avoi d col d poi nt form ati on.  
Figur e 1 shows the column wit hout the prot ecti v e case (a) and with it (b).    
a b
 
Figure 1:  Packed column without (a) and with (b) the protective case 
1.2. Programmed temperature vaporizer 
T he PTV used was from Ger st el (CI S- 4; Ger st el , Bal ti mor e, MD, USA). A 
schem e of the devi ce used is shown in figur e 2.  
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Figure 2:  PTV CIS-4 injector from Gerstel 
 It has a sept um l ess sampl ing head . Cool i ng was accom pl i shed wit h 
liqui d CO 2 , whi ch all ows reachi ng a tem perat ur e of - 78 ° C. H eat i ng was 
achi ev ed by means of a heat i ng coil , whi ch provi d es a hom og enous heati ng 
of the inj ect or bod y.  Heat i ng rat e can be select ed  bet ween 2 ° C /s and  12 
° C/s, and it is possib l e to use two consecuti v e heating ram ps. Progr amm ed 
temper at ur e cont r ol is perfor m ed wit h an elect roni c cont roll er .   
Ther e are differ ent types  o f liner s com m er ciall y avai l abl e  for thi s 
inj ect or : empt y ( str ai g ht, baffl ed ) and  packed wit h differ ent mat eri al s 
(Tenax - T A ® , glass wool , quar t z wool , Car b ot rap B, Carb ot r ap C or 
poli dim et hyl sil oxane). The dim ensions of the liner s are 71 mm lengt h x 2.0 
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1.3. Quadrupole mass spectrometer detector  
T he quad r up ole mass spect r om e t er used was an HP 5973 from Agil ent 
Technol ogi es (Wald br onn, Germ any ) , equi pp ed wit h an inert ion sour ce 
oper at ed in the electr on impact mod e usi ng a 70 eV ioni zat i on volt ag e. The 
recom m end ed tem per atures for the ion sour ce and the quad rup ol e wer e 230 
°C and 150 °C, respect iv ely .  
Two acqui sit ion mod es wer e all owed : Scan  mod e ,  in whi ch the det ect or 
scans from high to low acr oss a range of masses , previ ousl y speci fi ed ; and  
sel ect ed ion moni t or i ng (SI M)  mod e , wher e onl y a sel ect ed numb er of 
repr esent at iv e io ns need ed to char act eri z e the compound s  are  analy zed and 
the inst rum ent rapid l y swi t ches bet ween the sel ect ed ions unti l the 
measur ement s are  compl et e.   
The NIST´98 (NI ST /E PA/NI H Mass spectr al Lib r ary , ver sion 1.6.) mass 
spect rum dat ab ase was used for the spectr al sear ch.  
 
1.4. Modules for sampling injection  
1.4.1. Static headspace  
T he stat i c head space sampl er was a HP 7694 from Agi l ent Technolog ies 
(Wald br onn, Germ any ) equi pp ed wit h a tray for 44 consecuti v e sam pl es , 
and an oven wit h posit i ons for six sam p l e vial s, whi ch all ows the 
sim ul taneous heati ng of the vial s.   
The oven can be heat ed from 40 °C to 195 °C. The sampli ng syst em 
consi st ed of a stainl ess steel need l e, a 316 - SS six - p ort val v e wit h a 3 - m L 
nickel loop and two sol enoi d val v es (for pressuri zati on and venti ng ). All the 
syst em is connect ed by nickel tub es and can be heated to 200 °C.  
III In s tr ume n ta l con fi g ur a ti on   
 _________________________________________________________________________  
4 1 9  
The head sp ace sam pl er is coupl ed to the PTV inj ect or throug h an inert 
transfer line of 80 cm lengt h, whi ch can be heat ed to a maxi mum 
temper at ur e of 220 °C.  
 
1.4.2. CombiPAL autosampler  
Anot her dev i ce for sam pl e int r od uct ion that has been coupl ed to the 
PTV - GC - MS confi g ur ati on is the Com bi PAL (CTC analy ti cs AG, Z wi ng en, 
Swi t zer land ). Thi s aut o sam pl er add s ver sat il it y to the equi pm ent due to the 
possib il it y to choose b et ween differ ent mod al it ies of sam pl e inj ect i on 
(li qui d inj ect ion, stat i c head space and sol id ph ase micr oextr act ion )  by 
coupl i ng speci fi c mod ul es  to the rob ot i c arm of the dev i ce ,  on whi ch the 
syr i ng e is mount ed . Differ ent types of sam pl e trays are also av ai labl e based 
on the appl i cati on used .   For head space sampli ng , the devi ce is provi d ed 
wit h a heat er mod ul e with posit ions for six sample vial s.  The oven can be 
heat ed from 35 °C to 200 °C and orbi t al agit ati on of the sam ples from 250 to 
750 rpm can be use d .     
Head space mod e enabl es differ ent syri nge sizes (from 1.0 mL to 5.0 mL) 
and differ ent inj ecti on speed s (fr om 0.01 µL/s to 250 µL/s). The syri ng e can 
be heated from 35 °C to 150 °C.  Once sam pl e inj ect i on is com pl et e, the hot 
syr i ng e is automati call y cleaned by purgi ng wit h iner t gas.  
 
1.5. Scheme of the instrumental configuration  
F i g ur e 3  shows and image of the instr ument al confi g urati on HS- PTV -
GC - MS . 
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Figure 3 :  Instrumental configuration HS-PTV-GC-MS 
The gas chr om at ogr ap h, PTV and det ect or cont rol, as wel l as the data 
acqui si ti on was per form ed using speci fi c soft war e wit h a per sonal 
comput er .  The stati c head sp ace was progr amm ed usi ng an ind epend ent 
cont roll er .  
Thi s inst r um ent al config ur ati on has been used in the dev el opm ent of the 
appl i cati on  for t he det er mi nati on of chl or ophenol s in wat er sam pl es 
(chap t er IV ) .  
Figur e 4 shows the instr um ental confi g ur ati on previ ously descr ib ed wit h 
the MACH TM  dev ice mount ed out si d e the GC  oven.  
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Figure 4 :  Instrumental configuration HS-PTV-GC (MACHTM) -MS 
T he col u m n mod ule is  programm ed  and contr olled  toget her with the 
PTV  usi ng  Maest r o  soft war e .  
Thi s inst r um ent al config ur ati on has been used in the dev el opm ent of the 
appl i cati on  for the determi nati on of ibupr ofen in wat er sampl es  wit h in situ 
deri v at izati on , usi ng met hanol in aci di c  med i um  (chap t er V) .  
Final ly , f igur e 5 shows the inst r um ent al confi gurat i on Comb i PAL - GC -
PT V - MS.  
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Figure 5:  Instrumental configuration CombiPAL-PTV-GC-MS 
The Comb i PAL is programm ed usi ng an ind epend ent cont r oll er , in 
whi ch the inj ect io n mode and the differ ent cond it i ons of the vari ab l es 
inv ol ved are fixed . Sub sequent ly , the sam pl e sequence is progr amm ed .  
Thi s aut osam pl er  has been used in the dev el opm ent of the appli cati on 
for the det er mi nat ion  of ibupr ofen in wat er sam pl es, usi ng head sp ace 
sam pl i ng wit h an in situ  carb odi imi d e - m ed i at ed der iv at i zati on reacti on 
(Chap t er VI).  
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2. GAS CHROMATOGRAPH WITH PROGRAMMED  TEMPERATURE 
VAPORIZER AND  MICRO ELECTRON CAPTURE DETECTOR  
 
2.1. Gas chromatograph  
T he gas chr om atog raph was an Agi l ent 7890A f rom Agi l ent 
Technol ogi es equi p ped wit h a DB - VR X capil l ar y col um n (20 m x 0.18 mm x 
1 µm) for fast gas chr omat ogr ap hy from Agi l ent (J&W Sci ent i fi c Colum n s, 
USA). The oven all ows five temperat ur e ramps. The maxim um tem perat ur e 
ramps all owed are 120 °C/m i n to  70 °C, 95 °C/m in from 70 to 115 °C, 65 
°C/m i n from 115 to 175 °C, 45 °C from 175 to 300 °C and 35 °C/m i n from 300 
to 400 ° C/mi n. The car ri er gas was hel i um N50 (99.999 % pur e; Air Liqui d ).  
 
2.2. Programmed temperature vaporizer 
T he PTV was a 6890 from Agi l ent Technol og i es. It has the sam e techni cal 
speci ficati ons as the  PTV from Ger st el , descri b ed in the prev ious secti on, 
and can use the sam e liner s. The only differ ence is that the sampli ng head 
has a sept um , and ther efor e is mor e sim il ar to conv enti onal s pli t /spl it l ess  
inj ect or s .  
 
2.3. Micro electron capture detector  
T he det ect or was a Ni 63  micr o electr on  capt ure det ect or (µE CD) from 
Agi l ent Technol ogi es (Wal db ronn, Germ any ). The maxi mum tem per atur e 
allowed by the radi ati on sour ce is 400 ° C. Accord ing to t he speci ficati ons, 
the det ect i on zone vol um e of thi s det ector is 10 tim es smal ler than a 
conv ent i onal  ECD, whi ch translat es int o great er sensi ti vi t y and decr eases 
the chance of cel l cont aminat ion.  
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T o speed the anal yt es mov em ent  thr oug h the det ect or ,  an au xi li ar y gas 
flow is used, whi ch ent ers the det ect or close to the end of the colum n . Thi s 
auxi li ar y flow influences the sensi ti vi ty of the det ect or and the 
chr om atog rap hi c separ ation , decreas i ng  the chance o f cel l cont am i nati on 
and impr ovi ng  uptim e . The gas  used is nitr og en (99.999 % pur it y ; Air 
Liqui d ) and the usual val ues adopt ed are bet ween 20 and 60 mL/m i n.  
Anot her innov at ion of the micro electr on capt ure det ect or is the anod e 
disposal (hid d en anod e)  that minimi zes the chance for cont am inati on to 
reach t he anod e.  
 
2.4. Liquid samples injector 
T he aut om ati c liqui d sam pl e inj ect i on syst em was an Agil ent 7683 
equi pp ed wit h a 10 µL micr osyr i ng e.  It is possi bl e to sel ect t hr ee  syr i ng e 
plung er  speed s , low (5 µL/s),  high (100 µL/s)  and var i ab l e (bet ween 0.03 
an d 100 µL/s) .  
 
2.5. Scheme of the instrumental configuration  
F i g ur e 6  shows an image of thi s instr um ental confi g ur ati on, whi ch has 
been used in the dev el opm ent of a simpli fi ed QuEChE R S appr oach for the 
det er mi nat i on of hal og enat ed com pound s in soi l s (C hap t e r s IX and X ) .  
III In s tr ume n ta l con fi g ur a ti on   
 _________________________________________________________________________  
4 2 5  
 
Figure 6 :  Instrumental configuration PTV-GC-ECD 
T he liquid sam pl er inj ect or , gas chr om at ogr ap h, PTV and det ect or 
cont rol , as well as the dat a acqui si ti on wer e per form ed usi ng speci fi c 
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3. GAS CHROMATOGRAPH  WITH  PROGRAMMED TEMPERATURE 
VAPORIZER COUPLED TO THERMAL  DESORPTION SYSTEM AND 
QUADRUPOLE MASS SPECTROMETER  
 
3.1. Gas chromatograph  
T he ga s chr om atog rap h was an Agi l ent 6890 from Agi l ent Technol ogi es 
equi pp ed wit h a HP- 5MS  capil lar y column (3 0 m x 250 µm  x 0.25 µm) from 
Agi l ent ( J&W Sci ent i fi c Col um ns, Wald br onn, Germ any ). The oven allows 
fiv e temper at ur e ram ps. The maxi mum temperat ur e ram ps all owed by the 
oven wer e 70 °C /mi n from 45 to 175 °C, 45 °C/mi n from 175 to 300 °C and 
35 °C/mi n from 300 to 450 ° C.  The ca r ri er gas was hel i um N50 (99.999 % 
pur e; Air Liquid ). ).  
 
3.2. Programmed temperature vaporizer 
T he PTV used was from Ger st el (CI S- 4; Ger st el, Bal ti mor e, MD, USA) . It 
has the sam e techni cal speci fi cat ions as the one descr ib ed in sect i on 1.2.  
 
3.3. Quadrupole mass spectrometer detector  
T he quad r up ole mass spect r om et er used was an HP 5973 from Agil ent 
Technol ogi es (Wald br onn, Germ any ). The techni cal speci ficati ons are 
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3.4. Thermal desorption system  
The devi ce used for  sam pl e intr oducti on  was a ther mal desor pt i on 
syst em (TDS) from Ger st el ( Mül heim an der Ruhr , Ger many ) equi p ped wit h 
a tray for 20 consecuti v e sam pl es , a desor pt ion  oven and a transfer line 
coupl ed  to the progr am med tem per at ur e vapori zer .   
Anal yt es can be desor b ed and concent rat ed from adsorb ent tub es (gl ass 
wool , Tenax - T A, etc. ), from twi ster s or dir ectl y from soli d or viscous 
sam pl es that hav e been placed in TDS tub es. Sub sequent ly , a rob ot i c arm 
int roduce s  the tub es in the desorp ti on oven ,  wher e the anal yt es are 
sub mi tt ed to high gas flow and temperat ur e and are transfer r ed , 
thr oug hout the transfer line, to the PTV , whi ch oper at es  as a cryog eni c trap.  
The maxi mum tem perat ur e ram p  allowed by the TDS  oven was  12 °C / s  to a 
maxim um temperat ur e of  400 °C . In  the same way, the maxim um 
temper at ur e all owed by the transfer line was 350 °C . Once the desor pt i on 
step  had been compl et ed , the liner of the PTV was flash- heat ed , such  that 
the analy t es were transfer r ed to the chr om atog rap hi c col um n.  Figur e 7  




Thermal desorption system (TDS)
CIS 4
 
Figure 7 :  TDS oven configuration 
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3.5. Scheme of the instrumental configuration  









Figure 8 :  Instrumental configuration TDS-PTV-GC-MS 
The ther mal desor pt i on syst em , PTV ,  gas chr om atog r ap h and det ect or 
cont rol , as wel l as the dat a acqui si ti on was per form ed usi ng speci fic 
soft war e wit h a per sonal com put er .  
Thi s instr um ental confi g ur ati on has been used for the det er mi nat ion of 
par ab ens, tricl osan and met hy l tri c losan in wat er and so i l  sampl es usi ng stir 
bar sor pt iv e ext r act ion (SB SE ) wit h an in situ  deriv at i zat ion reacti on.  
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IV. USE OF A PROGRAMMED TEMPERATURE VAPORIZER AND 
AN IN SITU  DERIVATIZATION REACTION TO IMPROVE 
SENSITIVITY IN HEADSPACE - GAS CHROMATOGRAPHY. 
APPLICATION TO THE ANALYSIS OF CHLOROPHENOLS IN 
WATER 
 
1. AIM  
I n the present wor k we propose to comb i ne the advant a g es of usi ng 
deri v at izati on reacti ons toget her wit h those  of usi ng a progr amm ed 
temper at ur e vapori zer to incr ease the sensi ti vi ty  in head space sampli ng and 
to expand the num b er of com pound s that can be anal y zed wit h thi s 
techni que.   
As repr esentati v e analy t es for thi s appr oach, four chl or op henol s wer e 
chosen: 2 - chl orop henol (2CP), 2,4- di chl orop henol (24DCP), 4- chl oro - 3-
m et hy lp henol (4C3MP) and 2,4,6 - t ri chl orop henol (246T CP). These are semi -
v olati l e com pound s, and hence are not ver y sui table for direct analy si s wit h 
HS. They are also polar due to the  presence of  –OH group , whi ch hind er s 
their separati on by GC. If they are not der iv at i zed previ ousl y they tend to 
give broad and tai l ed peaks, lar gel y com pr omi si ng chr om atog rap hi c 
separ at ion, peak int eg r at ion and met hod rel i abi li t y.  
We propose a rapi d and sensi t iv e anal yt ical met hod for the 
det er mi nat i on of these com pound s in water sam pl es, usi ng in situ  
acet yl at i on wit h acet i c anhydr id e. We hav e chose n  thi s react ion over 
sil yl at i on [1,2] or met hy l at i on [3,4] becau se it can be carr i ed out in aqueous 
medi um [5 - 7].  
These chl orop henol s are found among pri ori t y poll utant s in water 
accord i ng to the Env ir onm ental Prot ect i on Agency (EPA)  [8]  and the Worl d 
Healt h Organi zat i on (WHO)  [9] , who propose a guid eli ne value of 200 µg/L 
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for 2,4,6- t ri chlor op henol in dri nki ng wat er . Direct iv e 80/778/E C of the 
Eur op ean Uni on establ ishes a maxim um cont ent of tot al phenol s in 
dri nk ing wat er of 0.5 µg/L . The concent r at ion of each of them shoul d not 
exceed 0.1 µg/L .  
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2. CONCLUSIONS  
I n the present wor k it was possib l e to incr ease sensi ti vi t y in the coupl i ng 
of a head space sampl er wit h a gas chr om atog rap h for the analy si s of semi -
v olati l e com pound s throug h use of a der iv atizat ion react ion in the 
head space vial and of a progr amm ed temperatur e vapori zer inl et for 
transfer of the head space to the chr om at ogr ap hic col um n. Inj ecti on in 
sol v ent vent mod e all ows the com pound s to be focused in the liner and 
affor d s nar row peaks that are typi cal of fast /v ery - fast chr om at ogr ap hy .  
The instr ument al config u r ati on used in thi s stud y has the adv ant ag es 
that ext racti on - pr econcent r at i on and the inst rum ent al measur em ent of the 
anal yt es are car ri ed out on - l i ne, wit h no need for int erm edi at e steps, as it 
occur s when wor king wit h other mod es of sample intr od ucti on s uch as 
SPME or SBSE .  
The choi ce of the sui t abl e liner for the PTV is impor t ant . In the case of 
usi ng a liner packed wit h Tenax - T A, the repeat abi li ty of the met hod 
decr eases consi d er ab ly , owi ng to the degrad at ion of the deriv ati zed 
chl orop henol s at the sur f ace of the adsor b ent .  
The met hod proposed for the determ i nati on of chlor op henol s is highl y 
sensi ti v e, wit h det ect i on lim it s rangi ng from 5 to 8 ng/L . The linear it y, 
repeat ab il it y and accuracy of the met hod wer e anal y zed and prov ed to be 
sat i sfact ory .  
 IV  Sen s i ti vi ty impr ove me n t in hea d s pa ce sa mpli n g . An a ly s i s of chlor oph e n ol s  
 ________________________________________________________________________  
4 3 2  
3. R EFERENCES 
[1]  T. Heber er , H.J. Stan, Anal . Chim . Act a 341 (1997) 21. 
[2]  M. Sar aji , M. Bakhshi , J. Chr omat og r . A 1098 (2005) 30.  
[3]  M. Ami j ee, J. Cheung, R.J.  Well s, J. Chromat og r . A 738 (1996) 43.  
[4]  A. Geib l er , H.F. Schö l er ,  Wat er Res. 28 (1994) 2047.  
[5]  I. Tur nes, I. Rod ri g uez, C.M. Gar ci a, R. Cela, J. Chr omat og r . A 743 
(1996) 283.  
[6]  M . Llom par t, M. Lourid o, P. Land í n, C. Garcí a- Jar es, R. Cel a, J. 
Chr omat og r . A 963 (2002) 137.  
[7 ]  L. Mont er o, S. Conradi , H. Wei ss, P. Popp, J. Chr omat og r . A 1071 
(2005) 163.  
[ 8]  L.H. Keit h (Ed .), Compil ati on of Sam pl i ng Analy si s Met hod s, US 
Envi r onm ent al Prot ect i on Agency , Boca Rat on, FL, 1991.  
[ 9]  Guid eli nes for Dri nki ng  Wat er Quali t y, 2nd ed., vol . 2, Heal t h Crit eri a 
and Other Support i ng Infor mati on, 1996, p. 940 and  Add end um to vol . 
2, 1998, p. 281, Wo r ld Heal t h Organi zat ion, Genev a.  
V Deter mi n a ti on of ibupr ofe n in wa ter . Ester i fi ca ti on with m eth a n ol in acid m edi um   
 _________________________________________________________________________  
4 3 3  
V. IN SITU  DERIVATIZATION REACTION AND 
DETERMINATION OF IBUPROFEN USING HEADSPACE 
GENERATION- PROGRAMMED TEMPERATURE VAPORIZATION -
GAS CHROMATOGRAPHY - MASS SPECTROMETRY  
 
1. AIM  
The aim of the present wor k fol l ows the obj ect iv e  proposed  in Chapt er 
IV , in whi ch  we repor t ed the use of head sp ace gener ati on wit h an in situ  
deri v at izati on react ion in the vial of the headsp ace sam pl er for the 
det er mi nat i on of sem iv olati l e com pound s  in aqueous sam pl es. A 
progr amm ed temperat ure vapor izer to int r od uce the sampl e into th e 
chr om atog rap hi c system was proposed . Our resear ch team has gai ned 
broad exper i ence in the use of thi s type of inj ect or for the anal y si s of 
compound s in differ ent mat ri ces  [1 - 3] .  
Thus, the aim of  thi s  wor k is to propose a simpl e met hod based on 
head space generati on for the det erm i nat ion of ibupr ofen, as a typi cal 
repr esent at iv e of NSAI Ds  in aqueous sam pl es. To accom pl i sh thi s, we 
propose an in situ deriv at i zat ion react ion with met hanol in aci d aqueous 
medi um wit h minim um sam pl e mani p ul at i on, since anal y t e ext racti on is 
not requir ed eit her befor e or aft er the reacti on.  
To the best of our knowl ed g e, thi s is the fir st tim e that such an approach 
has been used for det erm ini ng thi s kind of com pound s. Measur em ent s wer e 
col lect ed by coupl i ng the head sp ace sampl er ( HS) to a programm ed 
temper at ur e vapor i zer (PTV ), a gas chr om at ograp h (GC) and a mass 
spect romet er.  
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2.  CONCLUSIONS  
Here we propose a rapid and sensi ti v e met hod for the det er mi nat i on of 
the emerg i ng cont ami nant ibupr ofen in aqueous sampl es by coupl i ng a 
h ead space sam pl er to a programm ed temper at ur e vapor izer inject or wit h a 
gas chromat og r ap h and a mass spectr om et er , usi ng an in situ  deri v at izati on 
reacti on in aqueous medium in the head sp ace vial .  
Thi s inst r um ent al configur ati on has the adv ant ag e that , as from the 
mixi ng of the reagent s in the HS vial , the whol e process takes place on- li ne, 
wit h the consequent red uct ion in err or s associ at ed wit h sample 
mani p ul ati on.  
The method is fast : aft er the fir st hour of equili br at i on of the vial s it is 
possib l e to an al y ze a sampl e ever y 10.5 min. The met hod is also sensi ti v e, 
the lim it s of det ect i on and quanti fi cat ion achi ev ed are good , taki ng int o 
account that an in situ  deriv ati zat i on met hod in aqueous med i um wit h no 
p revi ous preconcent r at ion step is  proposed .  
These lim it s , 0.23 µg/L  and 0.69 µg/L , woul d make it appr opr iat e for the 
anal y si s of ibupr ofen in urb an wast ewater , in which concent rati ons of the 
drug of the ord er of µg/L hav e prev i ousl y been found .  
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VI. HEADSPACE SAMPLING WITH IN SITU  CARBODIIMIDE-
MEDIATED DERIVATIZATION FOR THE DETERMINATION OF 
IBUPROFEN IN WATER SAMPLES  
 
1. AIM  
In the previ ous Chapt er , an in situ  methyl ati on react i on in the vial of a 
head space sampl er for the det erm i nati on of ibupr o fen (2 - (p -
i sob ut yl p heny l )p r op i oni c aci d ) in aqueous sampl es was proposed. A 
progr amm ed tem per at ur e vapori zer was used to int r od uce the sam pl e into 
the gas chr om at ogr ap hi c syst em .  
In the present wor k we propose a simi l ar approach, usi ng car bodi im id e-
m edi at e d amid e for mati on wit h wat er sol ubl e 1- [3 -
(d im et hy l ami no)pr opy l )] - 3- et hyl carb od iim id e ( EDC )  and 2,2,2,-
t r i fl uor oethy lami ne (TFEA). Ibupr ofen was again sel ect ed among the 
NSAI Ds due to its frequent det ecti on in env ir onm ental wat er s and the 
higher concentr at i ons habi t uall y found [1,2], prob ab l y as a resul t of its high 
prescri pt ion extent and wid e usage. It has been incl ud ed in stud i es aim ed to 
obtai n a fir st overv i ew of cont am inati on wit h pharm aceut ical s [3,4].  
With the proposed set - up , it is not necessar y to  impl em ent previ ous 
ext r act i on of the analy t e from the aqueous matr i x to an organi c or hydr o -
or g ani c medi um , thi s step bei ng mand ator y in the types of deri vati zat i on 
most frequentl y used for NSAI Ds pri or to thei r GC anal y si s, such as 
sil yl at i on [5 - 8] or al kyl at ion [9 - 11]. Mor eov er , head sp ace sam pl i ng makes 
the liquid - li quid extr act i on step of the ibupr ofen der iv ati ve unnecessar y to 
per form the analy si s by gas chr om atog rap hy, ther eby sim pl i fyi ng the 
anal yt ical process.  
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2. CONCLUSIONS  
In the present wor k, w e opti mi zed an in situ deriv ati zat ion met hod in 
aqueous medi um for the anal y si s of ibupr ofen in stat i c head sp ace mod e. 1 -
[3 - (d im et hy l ami no)pr opy l] - 3- et hy l carb od ii mi d e (EDC) and 2,2,2- t ri fluor o 
ethylami ne (TFE A) wer e used as deri vati zat i on reagent s.   
The in str um ental config ur at i on used (HS- PTV - GC - MS) has the 
advant ag e that , as from the mixi ng of the reagent s in the HS vial , the whol e 
process takes place on - l i ne, wit h the consequent red uct i on in err or s 
associ at ed with sam pl e mani p ul ati on. The mai n lim it at i on to ext end thi s 
approach to other carb oxy l ic aci d s present in wat ers is that their der iv ativ es 
hav e to be vol at il e enoug h.  
The proposed met hod is highly sensi ti v e, wit h a limi t of quant i fi cat ion of 
32 ng/L , allowi ng the det erm i nati on of thi s anal yt e in bot h sur face and 
wast ewater sam pl es with g ood repeat ab il it y (RSD below 10  %) and 
accur acy values (appar ent recov eri es bet ween 96  % and 104 %). Thi s lim it is 
impr ov ed wit h respect to that obt ai ned in the prev i ous Chapt er (lim it of 
quanti fi cat ion, 0.69 µg/L ), i n whi ch der iv at i zati on was car r i ed out wit h 
met hanol in a strong ly aci d med i um . Addi ti onal ly , the reacti on tim e and 
head space gener at i on were reduced from 60 to 15 min.   
When quanti fi cati on was per form ed i n com pl ex aqueous mat ri ces,  such 
as wast ewat er samp l es,  a stand ar d add it ions protocol was requir ed .  
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VII. GC - MS DETERMINATION OF PARABENS, TRICLOSAN AND 
METHYL TRICLOSAN IN WATER BY IN SITU  DERIVATIZATION 
AND STIR- BAR SORPTIVE EXTRACTION  
 
T hi s wor k was dev el op ed i n the Lab or at or y of Anal y ti cal Ch emi st ry of the 
Helm holt z Cent r e for Env ir onm ental Resear ch - U F Z (Leip zig , Germ any )  
und er the superv i si on of Moni ka Möd er .  
 
1. AIM  
Foll owi ng the trend pro po sed in the present PhD Thesi s, the aim of thi s 
wor k was to comb i ne the advant ag es of SBSE and an in situ  deriv ati zat ion  
reacti on for the anal y si s of par ab ens and tri cl osan in wat er sam pl es. Met hyl 
tricl osan was also incl ud ed as possi bl e product of degrad at ion of tri cl osan 
in wat er sam pl es. Thi s is the fir st tim e that thi s met hod ol ogy has been 
appl i ed for the det ermi nati on of these com pound s in such matr i ces. To dat e, 
the use of SBSE for the det er mi nat i on of par ab ens in aqueous sampl es is 
lim it ed to the work by Ochi ai et al.  [1]  in whi ch the aut hor s det er mi ned 
preserv at iv es in differ ent types of bev er ag es and sauces wit h no 
deri v at izati on. In the case of tricl osan, S BSE has also been used wit hout any 
type of der iv ati zat ion  [2,3] . 
Since the acet yl at i on with aceti c anhyd ri d e is used frequentl y for the 
deri v at izati on of phenols, it was sel ect ed as in situ  reacti on for the 
det er mi nat i on of the phenol i c tar get anal yt es .  
Th e enri ched target anal yt es wer e desorb ed therm al ly usi ng a 
therm od esorp ti on syst em coupl ed to a gas chr om atog r ap h (GC) and a mass 
spect romet er (MS). The aim of the met hod dev el opm ent was to establ i sh a 
highl y sensit iv e, fast and rob ust met hod for the det er mi nat i on of these 
compound s in com plex wat er sampl es such as sur face wat er or wast ewat er.  
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2. CONCLUSIONS  
I n the present wor k, a new met hod for the anal y si s of par ab ens, tri cl osan 
and met hy l tricl osan in wat er sampl es has been dev el op ed . An in situ  
acet yl at i on  react i on simul t aneousl y wit h a sti r bar sorpti v e ext r acti on 
(SB SE ) proced ur e was proposed . The enr i ched anal yt es wer e therm all y 
desorb ed and  subj ect ed to GC - MS anal y si s.  
The vari ab l es affecti ng the sim ul t aneous acety l at ion reacti on per form ed 
to decr eas e anal yt e pol ar i ty wer e basi c medi um  and vol um e of aceti c 
anhydr id e. The vari abl es rel ated to the sor pt iv e ext r act i on step incl ud ed 
sam pl e volum e, ext raction tim e and the addi ti on of NaCl . Therm al 
desorp ti on par am et er s (cr yofocusi ng temperat ur e, desor pt ion  flow, 
desorp ti on tim e, desor pti on tem per at ur e) wer e opt imi zed usi ng a Box -
B ehnk en experi ment al desi g n.  
The opt im ized method prov ed to be effi ci ent , easy - t o - use and highly 
sensi ti v e, wit h recov eri es higher than 80 % in most cases. It showed good 
linear it y ,  high cor r el at i on coeffi cient s and no lack of fit . The det ecti on limi t s 
wer e of low nanogr am s per lit r e, equall i ng or impr ov i ng the result s 
obtai ned wit h other proposed techni ques.  
The met hod was successful l y appl i ed in real water sam pl es. Tri closan 
and n- pr op y lp ar ab en wer e det ect ed in the microg r am s per lit r e range in 
infl uent wat er from the mai n wast ewater treat ment plant of Leipzig .  
V II Deter mi n a ti on of pa r a be n s , tr icl os a n an d meth y l tr icl os a n in wa ter   
 _________________________________________________________________________  
4 4 3  
3. REFERENCES  
[1]  N. Ochi ai, K. Sasam ot o, M. Taki no, S. Yam ashi t a, S. Dai shim a, A.C. 
Hei d en, A. Hoffm ann, Anal . Bioanal. C hem . 373 (2002) 56.  
[2]  M. Kawaguchi, R. Ito, H. Hond a, N. End o, N. Okanouchi , K. Sai t o, Y. 
Set o, H. Nakazawa, J. Chrom at ogr . A 1206 (2008) 196. 
[3]  A.R.M. Silv a, J.M.F . Noguei r a, Tal anta 74 (2008) 1498.  
VIII  Deter mi n a ti on of pa r a be ns , tr icl o s a n an d meth y l tr icl os a n in soil s   
 _________________________________________________________________________  
4 4 5  
VIII. STIR BAR SORPTIVE EXTRACTION OF PARABENS, 
TRICLOSAN AND METHYL TRICLOSAN FROM SOIL, SEDIMENT 
AND SLUDGE WITH IN SITU  DERIVATIZATION AND 
DETERMINATION BY GAS CHROMATOGRAPHY - MASS 
SPECTROMETRY  
 
T hi s wor k was dev el op ed i n the Labor at ory of Anal yt i cal Ch e mi str y of 
the Helm hol tz Cent re for Envi r onm ent al Resear ch - UF Z (Lei p zi g , Germ any )  
und er the superv i si on of Moni ka Möd er .  
 
1. AIM  
T he aim of the present wor k foll ows the gener al trend proposed in thi s 
PhD Thesi s, in whi ch new sam pl e str at eg ies for the det er m i nat i on of 
organi c cont am inant s in env ir onm ental mat ri ces are proposed , fol l owi ng 
the new trend known as Green Anal yt i cal Chem ist r y , in whi ch the final 
obj ecti v e is to rest ri ct organi c sol vent s consum p ti on, as well as to minimi ze 
wast e gener at i on.   
Previ o us C hapt er s hav e focused  on the det ermi nati on of differ ent types 
of contami nant s in wat er matr ices . By refer ence to Chapt er VII , in whi ch a 
new met hod olog y for the determ i nati on of par ab ens, tri cl osan and met hyl 
tricl osan in wat er sampl es usi ng stir bar so r pt iv e ext r act i on (SB SE ) wit h an 
in situ deri vati zati on react i on was proposed , the aim of thi s study was to 
evaluat e whet her SBSE wit h an in situ  react i on c ould  be successfull y appl i ed 
for the ext r acti on and det erm i nati on of these analy t es dir ect l y from so i l s 
wit hout any organi c sol v ent .  
For the analy si s of soil sam pl es wit h SBSE , most appl i cati ons repor t ed 
requir e a  previ ous soi l anal yt e ext r act ion step wit h techni ques such as 
ultr aso ni c sol v ent extr action (USE ) [1 ,2], pressur i zed liquid extr act i on (PLE ) 
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[3 ], or pressur ized sub cri ti ca l wat er ext racti on (PSWE ) [4 ]. The extr act, 
previ ousl y dil ut ed in water , is subj ect ed to the SBSE ext racti on process.  The  
met hod  proposed in this wor k  has the pot ent ial to red uce the sam pl e 
prepar at i on and anal y si s tim e to a c onsi d er ab l e extent in compari son wit h 
these  conv enti onal techniques.  
Opti mi zat ion of the deri vat i zati on reacti on and the ext r act i on step from 
soi l s wer e accomp li shed in ord er to obt ai n the best condi ti ons. The enr iched 
tar get analy t es wer e desor b ed therm al l y usi ng a ther m od esor pt i on syst em 
coupl ed to gas chromat ogr ap hy (GC) - m ass spectr om etr y (MS).  
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2. CONCLUSIONS  
I n the present wor k we propose the use of sti r bar sor pti ve extr acti on 
wit h an in situ deriv ati zati on react ion for the analysi s of par ab ens, tri cl osan 
and met hyl tri cl osan in soi l s. The lit er atur e cont ai ns few refer ences to direct 
appl i cati ons of extr act ion by SBSE in soi l s.  
The effect of the var i abl es affect i ng the der iv at izati on reacti on and the 
SBSE extr act ion wer e stud i ed using spi ked riv er se d im ent sam pl es. The 
opti mi zed met hod proved to be easy and sensi tiv e, wit h det ect i on limi t s 
rangi ng from 80 ng/kg to 1.06 µg/kg . It showed good linear it y , wit h high 
cor r el at i on coeffi ci ent s (higher than 0.99 in all cases) and no lack of fit . The 
reprod ucib il it y and repeat abi li ty of the met hod wer e eval uat ed in term s of 
appar ent recov eri es, with val ues bet ween 91 % and 110 %. Wit h these 
char act eri sti cs, it is possibl e to det erm i ne these compound s in real sam pl es, 
for whi ch a stand ar d add it i ons prot ocol must be impl em ent ed .  
Regar di ng the analy t es studi ed, differ ences wer e found  in behavi our 
bet ween the par ab ens and tri cl osan and met hyl tri cl osan. The worki ng 
condi ti ons chosen wer e a compr om i se in ord er to creat e a mult icom p onent 
prot ocol . When focused on the d eterm i nati on of tri cl osan and met hy l 
tricl osan, other optim um condi ti ons s houl d be chosen and a higher 
sensi ti vi t y coul d be achi ev ed . Nev ert hel ess, the limi t s of det ecti on of overall 
anal yt es wer e sat i sfact ory beari ng in mind the concent r at ion level s found  in 
real sampl es.  
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IX . SIMPLIFIED QuEChERS APPROACH FOR THE EXTRACTION 
OF CHLORINATED COMPOUNDS FROM SOIL SAMPLES  
 
1. AIM  
T he mai n obj ecti v e of this wor k was to  evaluat e the possi bi li ti es of the  
QuE ChE R S  extr act ion  met hod  for the ext r act ion of chl ori nat ed poll ut ant 
compound s  from soi l sampl es. For thi s purpose, a simpli fi ed ver sion of the 
QuE ChE R S prot ocol was proposed .  
To sol ve the mai n disadv ant ag e associ at ed to the QuE ChE R S 
met hod ol ogy (low preconcent rati on of the com pound s in the ext r act s), 
anal y si s by gas chr om atog r ap hy with a micro elect r on capt ur e det ect or 
(µE CD), whi ch impr ov es the sel ectiv it y and sensi ti vi t y wit h respect to 
conv ent i onal detect or s, was proposed .  
The pri nci p al adv ant ag e of the proposed ver si on is relat ed to the 
elim inati on of the disper siv e SPE (d - SPE ) step after the extr acti on. Thi s step 
has dem onstr at ed to be highl y effect iv e to reduce lipi d mat ri x co - extr act iv es 
from the ext ract s, and it is fast er , cheap er and easi er than tradi ti onal SPE 
clean - up proced ur es. Howev er , due to the non- fat t y char act eri sti cs of the 
soi l matr ices and the high degr ee of sel ecti vi ty and sensi ti vi ty of the GC -
µE DC syst em , it was deci d ed to anal yze the extract s, obtai ned aft er the 
cent ri fug at ion step, without conducti ng fur ther clean - up . In consequence, 
the new QuE ChER S ver sion incl ud es fewer treatment stages of the sampl e, 
whi ch makes the final procedur e sim pl er , fast er , and cheap er and 
minim i zes the err or s associ at ed wit h thi s step.  
In ord er to prov e the sui t abi li t y of the proposed approach, thr ee 
chl ori nat ed compound s of diffe r ent char acter i st ics rel at ed to their vol atil it y 
and pol ar it y were chosen: chl or ofor m , 1,2 - d i chl or obenzene and 
hexachl or obenzene. These anal y t es are ver y impor t ant organi c pol l ut ant s, 
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because of thei r com mon use and high toxi ci t y. The Int er nat i onal Agency 
for Resear ch of Cancer (IAR C) has classi fi ed the thr ee tar get compound s as 
possib l y car ci nogeni c to hum ans (Gr oup 2B), based on limi t ed evid ence of 
car ci nog eni ty in hum ans but suffici ent evid ence in experim ent al anim al s 
[1,2].  
Two sol vent s (acetonit ri l e a nd ethyl acet at e) wer e  evaluat ed in ter m s of 
their sui t ab il it y for chrom at ogr ap hi c analy si s and of their extr act ion 
effi ci ency from differ ent soi l mat ri ces.  
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2. CONCLUSIONS  
A modi fi ed and sim pl i fi ed QuE ChER S appr oach has been eval uat ed for 
the det ermi nati o n of chlori nat ed compound s in soil matr ices.  
Bot h ethyl acet at e and acet oni t ri le can be used for anal yt e extr act i on, 
alt houg h EtOAc was preferr ed because it shows chr om at ogr ap hi c 
advant ag es. Differ ent inj ect i on techni ques hav e been eval uat ed with good 
resu lt s in all cases.  
The proposed met hod does not requi r e a clean - up step and singl e liqui d -
l i qui d par ti ti oni ng is achi ev ed wit h the add it ion of just MgSO 4  to the 
sam pl e:sol v ent mixt ur e.  
New resear ch is requi r ed to add r ess mor e ext ensiv e val id at i on of thi s 
me t hod in ord er to extend it to differ ent organi c compound s in soil 
matr ices.  
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X . DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A SIMPLIFIED 
QuEChERS EXTRACTION METHOD FOR THE DETERMINATION 
OF C1- C3 CHLORINATED HYDROCARBONS AND 
CHLOROBENZENES IN SOIL SAMPLES  
 
1. AIM  
In the prev i ous C hapter , a modi fi ed ver si on of the QuE ChE R S 
met hod ol ogy was evaluat e d in soi l matr ices, usi ng thr ee hal og enat ed 
compound s  - chl oroform , 1,2- d i chl or obenzene and hexachl orob enzene-  as 
tar get anal yt es. The final clean- up step (di sp er si ve SPE ) was seen to be 
unnecessary due to the non- fat ty char act eri sti cs of the soi l matr i ces and the 
high degr ee of sel ecti vi t y and sensi tiv it y of the GC - µE CD syst em . 
Det ermi nati on of tri halom et hanes in soi l mat ri ces by thi s simpli fi ed 
QuE ChE R S ext racti on proced ur e has also been proposed by our resear ch 
group [1,2].  
The mai n obj ect iv e of the present wor k was to optim ize and vali dat e the 
simpli fi ed QuE ChER S met hodol og y for the ext raction and det ermi nati on of 
volati l e and sem iv ol atil e pol l ut ant s in soil s. Seven comm on chl or i nat ed 
compound s and four chlor obenzenes wer e sel ected . Measur ement s wer e 
col l ect ed usi ng a progr am med tem per at ur e vapor i zer (PTV ) coupl ed to a 
gas chromat og r ap h (GC) and a micr o - el ect r on captur e det ect or (µ - E CD).  
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2. CONCLUSIONS  
In the present wor k we propose a sim pl i fied ver sion of the QuE ChER S 
met hod for the determ i nat i on of sev e n com mon chl ori nat ed hyd r ocarb ons 
and four chl or ob enzenes in poll ut ed soil sampl es. The proposed met hod is 
qui ck , easy, cheap , effect iv e, rugged and safe and ther efor e meet s the 
char act eri sti cs of the ori ginal  QuEChE R S met hod.  
Thr ee solv ent s for use in ex t r act i on wer e stud i ed . Ethyl acet at e was 
chosen as the extr acti on sol v ent , after com pari ng it wit h propy l acet at e and 
acet oni tr il e, owi ng to its bet t er chromat og r ap hi c behav iour .  
Clean soil ext ract s wer e obt ai ned wit hout a clean - up step, ther eb y 
red uci ng s am ple hand ling and the err or s associ at ed wit h thi s. Upon 
compari ng the slopes obt ai ned on prepar ing the cali br ati ons in two 
differ ent types of soil s, the absence of a matr i x effect was seen.  
The met hod proposed is repr od uci bl e and highl y sensi ti v e, wit h li m it s of 
det ect ion rangi ng from 30 ng/kg to 2.87 µg/kg . The accur acy of the met hod 
was veri fi ed by anal y zi ng two cert i fi ed refer ence mat eri al s and prov ed to be 
sat i sfact ory . These resul ts prov e that the mult i step QuE ChE R S sam pl e 
prepar at i on met hod can be su ccessful ly appl i ed to volati l e, as well as 
sem iv ol ati l e compound s, avoid i ng the need to use differ ent ext r act ion 
techni ques accor di ng to the vol ati li ty of the anal yt es.  
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XI . GENERAL CONCUSIONS  
 
 
I n thi s PhD Thesi s new sam pl e treatm ent str at egi es for the det erm i nati on 
of organi c contami nant s at trace lev el s in differ ent env i ronm ent al mat ri ces 
hav e been proposed .  
In ord er to stud y  the possi b ili ti es of the new method ol ogi es, differ ent 
anal yt ical met hod s for the resol uti on of speci fi c env ir onm ental probl em s 
hav e been dev el oped .  
The mai n concl usions are set out bel ow. Som e are gener al concl usi ons of 
the met hod ologi es used and other s are par ti cul ar conclusi ons of the 
differ ent a ppl i cati ons devel op ed .  
 
 Coupling of a headspace autosampler with a temperature 
programmed vaporizer .  
T he use of a programmab l e tem per at ur e vaporizer to int r od uce the 
head space sampl es int o the gas chr om at og r ap h has prov ed to be a very 
attr activ e alt er nati v e.  
With thi s config urati on  it  is possi bl e to elim i nat e  the  drawback s  usual ly 
linked to HS- GC coupli ng  when conv enti onal spli t /spl it l ess  inj ect or s  are 
used , of init ial band broad eni ng  and  poor defi nit ion of peak mor phol ogy . 
Col d injecti on mod es achi ev e the focali zati on of the analy t es in the liner , 
wit h the sub sequent fast transfer ence to the chr om at og rap hi c colum n . Thi s 
result s  in an incr em ent in the signal - t o - noi se  rati o and , consequentl y , in an 
incr ease in sensi t ivi t y. The sol v ent vent mode prov id es the a dvant ag es of 
col d inj ecti on and also lead s to an impr ov em ent in sensi t iv it y , thank s to 
sol v ent elim i nat ion (whi ch may cause low repr oduci bi li ty and det er ior at i on 
of the colum n stat ionary phase) befor e injecti ng the anal yt es int o the 
col um n.  
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In the present work thi s coupli ng has been used in the det ermi nati on of 
chl orop henol s and ibuprofen in water  sampl es and , in bot h cases ,  resul t s 
hav e been highly sati sfact ory . The mai n adv ant ag es  of the inst r um ent al 
confi g ur at i on HS- PT V - GC - MS is that it is possib le to anal yze  the vol atil e 
compound s of the sampl e wit hout int er fer ences of the non- v ol ati le 
compo nent s  of the matr ix, and it is simpl e, fast , aut om at i c, wit h minim al 
sam pl e handl i ng and highl y sensi ti v e.  Ther efor e, the instr um ental 
confi g ur at i on proposed her e has  a great potenti al for the impr ov em ent of 
sensi ti vi t y in head sp ace anal y si s .  
 
 Use of in situ  derivatization reactions to increase the volatility of the 
target analytes in the HS - GC coupling.  
T he use of in situ  deri vat i zati on reacti ons in the head sp ace vial  has 
prov ed to be a very effecti v e alter nat iv e in ord er to incr ease the sensi ti vi ty 
in head sp ace anal y si s.  
The use of d eri vati zati on reacti on s that gener ate com pound s  mor e 
volati l e than the origi nal anal yt es has the adv ant age that  it enab les the use 
of the  HS sam pl i ng techni que for compound s to  whi ch, owi ng to thei r low 
volati li t y, in pri nci pl e it would not be  appl i cabl e.  Addi ti onall y , wit h the 
for mati on of less pol ar  com pound s , an impr ov em ent of the 
chr om atog rap hi c character i sti cs  (such as repr oducib il it y ,  sensib il it y and 
peak shape) is obser v ed .  
Thi s inst rum ent al confi gur ati on has the adv ant ag e that ,  as from the 
mixi ng of the reagent s in the HS vial , the whol e process  takes place on - li ne, 
wit h the consequent red uct ion in err or s  associ at ed wit h sample 
mani p ul ati on. Fur therm or e, the use of a deriv at i z at i on reacti on  does not 
compli cate the proced ure since it takes place at the sam e tim e as the 
ext r act i on  of the vol at il e com pound s  from the aqueous mat ri x .  
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In the present wor k, s ever al react ions hav e been used to  incr ease the 
volati li t y of the anal yt es when head sp ace sampl ing is  used . For the 
det er mi nat i on of chlor ophenol s in wat er sampl es, est eri fi cat ion wit h acet i c 
anhydr id e in basi c medium has been proposed . For the det erm i nat ion of 
ibupr ofen in wat er sampl es, two reacti ons have been used , an est er 
for mati on wit h met hanol in aci d aqueous med i um , and a carb od iim id e -
m edi at ed amid e for m at i on wit h wat er - solubl e 1 - [3 -
(d im et hy l ami no) pr opy l ] - 3 - et hy l carb od ii mi de  and 2,2,2- t ri fluoroet hyl ami ne 
(TFE A ). As it has been previ ousl y not ed , the resul t s obt ai ned are highly 
sat i sfact ory , whi ch shows the great pot ent ial  of the deriv ati zat i on reacti ons  
to impr ov e the  sensit iv it y in head sp ace anal y si s  
 
 Combination of fast gas chromatography with sample introduction  by 
means of solvent  vent mode .  
T he possib ili ti es of thi s coupli ng , for the inj ecti on of bot h liqui d and 
gaseous sam pl es, have been prov ed  in the differ ent appli cat ions dev el op ed 
in thi s wor k.  
Sol v ent vent inj ect ion mod e allows the int rod ucti on of large amount s of 
sam pl e in capil lar y col um ns, thank s to the sol vent elim i nati on. Thi s will 
sol v e the mai n lim it at i on of these colum ns (low capaci ty and, therefor e less 
sensi ti vi t y of the met hod ).  Mor eov er, cold inject i on modes  achi ev e the 
focali zat i on of the anal yt es in the liner , w hich result s  in a narr owi ng of the 
chr om atog rap hi c peaks.  
 
 Combination of stir bar sorptive extraction (Twister) with in situ  
derivatization in water and soil samples.  
T he use of sti r bar sor pt iv e ext racti on (SB SE ) wit h an in situ  
deri v at izati on react i on h as been successful ly appli ed to the det er mi nat i on of 
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par ab ens, tri cl osan and met hy lt ri cl osan in wat er and soi l samples. The most 
import ant limi tat ions of thi s ext r acti on techni que are relat ed to the  coat i ng 
of the stir bar s;  t he non- p ol ar pol yd im et hy l si lox ane  is cur rentl y the onl y 
pol ym er comm er ci al l y avai labl e, thus provi di ng poor  recov er i es for p ol ar 
anal yt es. In situ deri vati z at i on  reacti on s , wit h the for mati on of less pol ar 
compound s,  can be applied t o impr ov e the ext ract i on yield s. Besi d es, the 
use of a deri vati z at i on react ion  does not com pl icate the proced ur e since it 
takes place at the sam e tim e as the extr act i on  from the aqueous matr i x .  
The met hod ologi es proposed in t hi s wor k  ( for bot h wat er and soil 
sam pl es) are sim pl e, effect iv e and highl y sensi tiv e . The det ect ion limi t s 
achi ev ed in bot h appl ications wher e among the lowest in com pari son wit h 
other s  descr ib ed in lit erat ur e , and  t he y  offer  impor t ant  advantag es over 
conv ent i onal ext racti on met hod s, such as mini mi zati on of  sampl e hand li ng , 
com pl et e elim i nat ion of the use of organi c solv ents, and sim pli fi cat ion of 
the anal yt ical proced ur e, wit h red uced tim e consum pt i on.  Wit h regar d to 
soi l mat ri ces, the improv em ent is very accused ;  the met hod ol ogi es  
previ ousl y  proposed  in lit er at ur e  inv ol v e sever al ste ps,  whi ch incl ud e an 
exhaust iv e ext r act ion of the compound s  from the soi l sampl es, wit h lat er 
cleani ng of the extr act and a lat er analy t e der iv ati zati on step .  
 
 Possibilities of the QuEChERS method for the extraction of organic 
compounds in soil samples .  
A sim pl i fied ver si on of the QuE ChER S met hod for the ext r acti on of 
organi c compound s  (chlor oform , C1 - C3 chl or i nat ed hydr ocar bons and 
chl orob enzenes)  from soi l sam pl es has been dev el oped . The resul t s 
obtai ned in the differ ent appl i cati ons show the val id it y of thi s ext r act ion 
met hod . High recov eri es and good reprod ucib il it y hav e been achi ev ed wit h 
a qui ck , easy, cheap , rugged and safe met hod , whi ch uses low solv ent 
volum es and does not need com pl ex inst r um ent ati on.  
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Gas chr om at ogr ap hy with micr o electr on capt ur e de t ect i on has been 
used to analy ze the ext r act s. T hank s to the high sel ect iv it y  and sensit iv it y of 
the det ect or , ver y sat i sfactor y det ect ion lim it s hav e been achi ev ed .  
The good resul t s obt ai ned for vol at il e and semiv olati l e compound s 
show the great pot ent ia l of thi s techni que in the ext r act i on of all type of  
organi c compound s, avoi di ng the need to use differ ent ext r act ion 
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